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Referat: 
Tauopathien sind Krankheiten, die mit einer abnormen intrazellulären Tau-Protein-Faltung, 
Tau-Protein-Aggregation und Filament-Bildung im ZNS und PNS einhergehen. Die 
Alzheimer Demenz stellt die häufigste Tauopathie dar. Bei ihr kommt es zu einer intra- und 
extrazellulären Ablagerung fehlgefalteter amyloidogener Proteinaggregate, welche durch 
β-Amyloid und Tau gebildet werden. Es resultiert eine Neurodegeneration. 
Ein multifaktorieller Prozess führt bei den Tauopathien zur Umwandlung des Tau-Proteins 
hin zu unlöslichen Fibrillenbündeln. Primär kommt es zur Bildung eines Dimers, das durch 
Disulfid- und Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert wird. Durch die Zusammenlagerung 
mehrer Dimere entstehen Tau-Oligomere. Diese gelten als die neurotoxischen Komponenten.  
Die Primärstruktur des Tau-Proteins beeinflusst den Aggregationsprozess. Dabei spielen die 
Anwesenheit der Aggregationsdomänen PHF6* und PHF6 und die Anzahl der Cystein-
Seitenketten überragende Rollen. In dieser Arbeit wurden durch ortsspezifische Mutagenesen 
Tau-Konstrukte generiert, die sich in ihrer Anzahl der Aggregationsdomänen und der Cystein-
Reste unterschieden. Es konnte gezeigt werden, dass die Aggregationstendenz der Tau-
Proteine mit nur einer Aggregationsdomäne und keinem Sulfhydryl-Rest stark sinkt.  
Auch durch Veränderungen des Redoxmilieus lässt sich das Tau-Aggregationsverhalten 
beeinflussen. Es wurde gezeigt, dass die Substanz TCEP als starkes Reduktionsmittel die 
Aggregation der 2 humanen Tau-Isoformen 2N3R und 2N4R wirkungsvoll inhibiert. Auch 
GSSG als Oxidationsmittel verhinderte in bestimmten Konzentrationen die Aggregation 
dieser 2 Isoformen. Es wird angenommen, dass die Verhinderung der Bildung einer 
intermolekularen Disulfidbrückenbindung zu diesem Phänomen führt. 
 
Abbildungsverzeichnis 
ii 
2. Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 5-1 Schematische Darstellung des humanen Tau-Gens und der 6 Tau-Isoformen .. 4 
Abbildung 5-2 Chemische Struktur L-Cystein * ........................................................................ 6 
Abbildung 5-3 Chemische Struktur L-Cystin * ......................................................................... 9 
Abbildung 7-1 Bandenprofile der Molekulargewichtsmarker für Nukleinsäuren und Proteine
 .................................................................................................................................................. 18 
Abbildung 8-1 Tau-Protein Sequenzen der Positionen 239 bis 358 ........................................ 41 
Abbildung 8-2 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, PCR-Produkte vor und nach der Gelextraktion
 .................................................................................................................................................. 42 
Abbildung 8-3 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, Kolonie-PCR-Screening ............................... 43 
Abbildung 8-4 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, Kontrollverdau mit NdeI und EcoRI-HF ...... 44 
Abbildung 8-5 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, 1. Kontrolle mittels SDS-PAGE ........... 45 
Abbildung 8-6 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Elutionsprofil nach FPLC ..................... 47 
Abbildung 8-7 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, 2. Kontrolle mittels SDS-PAGE ........... 48 
Abbildung 8-8 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Graphik der Eichkurve zur 
Proteinkonzentrationsbestimmung ........................................................................................... 49 
Abbildung 8-9 Auswirkung der Salzkonzentration auf die Aggregation von Tau 2N4R im ThS 
Assay ........................................................................................................................................ 51 
Abbildung 8-10 Auswirkung der Salzkonzentration auf die Aggregation von Tau 2N4R im 
Elutionsprofil nach FPLC......................................................................................................... 51 
Abbildung 8-11 Vergleich der molekularen Strukturen von Hyaluronsäure und Heparin * ... 52 
Abbildung 8-12 Untersuchung verschiedener Heparine mit Tau 2N4R wt im ThS Assay ..... 53 
Abbildung 8-13 Untersuchung verschiedener Heparine mit Tau 2N4R wt, Elutionsprofil nach 
FPLC ........................................................................................................................................ 54 
Abbildung 8-14 Tau-Oligomernachweis im Sandwich-ELISA mit dem 8F10 AK, Tau-
Oligomer-Eichkurve ................................................................................................................. 56 
Abbildung 8-15 Tau-Oligomernachweis im Sandwich-ELISA mit dem 8F10 AK ................. 57 
Abbildung 8-16 Nachweis von β-Faltblattstrukturen im Tau-Protein mittels ThS Assay ....... 59 
Abbildung 8-17 Untersuchung von Redoxsubstanzen [1 mM] mit Tau 2N4R wt im ThS Assay
 .................................................................................................................................................. 62 
Abbildung 8-18 Untersuchung von Redoxsubstanzen [1 mM] mit Tau 2N4R wt, prozentuale 
Darstellung ............................................................................................................................... 63 
Abbildung 8-19 DTT Oxidation * ............................................................................................ 63 
Abbildungsverzeichnis 
iii 
Abbildung 8-20 Glutathion Redoxreaktion * ........................................................................... 64 
Abbildung 8-21 Untersuchung von DTT, GSH und GSSG [1mM] mit Tau 2N3R wt und Tau 
2N4R wt im ThS Assay ............................................................................................................ 65 
Abbildung 8-22 Untersuchung von DTT, GSSG und GSH [1 mM] mit Tau 2N3R wt und Tau 
2N4R wt, prozentuale Darstellung ........................................................................................... 66 
Abbildung 8-23 Cystein Redoxreaktion und nach 2-facher Decarboxylierung * .................... 67 
Abbildung 8-24 Untersuchung von Cystin, Cysteamin [1 mM] und GSH:GSSG-Mixturen mit 
Tau 2N4R wt im ThS Assay .................................................................................................... 67 
Abbildung 8-25 Untersuchung von Cystin [1mM], Cysteamin [1mM] und GSH:GSSG-
Mixturen mit Tau 2N4R wt, prozentuale Darstellung .............................................................. 68 
Abbildung 8-26 Untersuchung von Cystin mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay
 .................................................................................................................................................. 69 
Abbildung 8-27 Untersuchung von DTT mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay
 .................................................................................................................................................. 70 
Abbildung 8-28 Untersuchung von GSSG mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay
 .................................................................................................................................................. 71 
Abbildung 8-29 Untersuchung von GSH:GSSG-Mixturen mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R 
wt im ThS Assay ...................................................................................................................... 72 
Abbildung 8-30 Untersuchung von TCEP mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay
 .................................................................................................................................................. 73 
Abbildung 8-31 Untersuchung von Cystin, DTT, GSSG, GSH:GSSG-Mixturen und TCEP mit 
Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt, prozentuale Darstellung ...................................................... 75 
Abbildung 8-32 Methylenblau Redoxreaktion * ...................................................................... 76 
Abbildung 8-33 Untersuchung von oxidiertem Methylenblau mit Tau 2N3R wt und Tau 
2N4R wt im ThS Assay ............................................................................................................ 77 
Abbildung 8-34 Untersuchung von reduziertem Methylenblau mit Tau 2N3R wt und Tau 
2N4R wt im ThS Assay ............................................................................................................ 78 
Abbildung 8-35 Untersuchung von Methylenblau mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt, 
prozentuale Darstellung ............................................................................................................ 79 
Abbildung 8-36 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch Gelfiltrations-FPLC, Tau-
Isoformen mit 2 Cystein-Resten ............................................................................................... 81 
Abbildung 8-37 Charakterisierung der Tau-Aggregate im ThS Assay, Tau-Isoformen mit 2 
Cysteinen .................................................................................................................................. 82 
Abbildungsverzeichnis 
iv 
Abbildung 8-38 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch Gelfiltrations-FPLC, Tau-
Isoformen mit einem Cystein ................................................................................................... 83 
Abbildung 8-39 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch ThS Assay, Tau-Isoformen mit 
einem Cystein ........................................................................................................................... 84 
Abbildung 8-40 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch Gelfiltrations-FPLC, Tau-
Isoformen ohne Cysteine .......................................................................................................... 85 
Abbildung 8-41 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch ThS Assay, Tau-Isoformen ohne 
Cysteine .................................................................................................................................... 86 
Abbildung 8-42 Zusammenfassung der Aggregationstendenz der untersuchten Tau-Isoformen 
im ThS Assay ........................................................................................................................... 87 
Abbildung 8-43 Zusammenfassung der Aggregationstendenz der untersuchten Tau-Isoformen 
im Coomassie-gefärbten SDS-Gel nach PAGE ....................................................................... 88 
Abbildung 9-1 TCEP Oxidationsreaktion ................................................................................ 94 
Abbildung 12-1 Ausgangsplasmide prkTau 2N3R und prkTau 2N4R .................................. 109 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Die Abbildungen 5-2, 5-3, 8-11, 8-19, 8-20, 8-23 und 8-32 wurden modifiziert nach der folgenden 
Bildquelle: Wikipedia.  
Tabellenverzeichnis 
v 
3. Tabellenverzeichnis 
Tabelle 5-1 Isoformen des humanen Tau-Proteins .................................................................... 5 
Tabelle 5-2 Zusammenfassung der Tauopathien ....................................................................... 6 
Tabelle 5-3 Tau-Protein-Aggregationsdomänen ........................................................................ 8 
Tabelle 5-4 Schematische Darstellung der inter- und intramolekularen 
Disulfidbrückenbindungen im 4-repeat Tau-Protein ............................................................... 10 
Tabelle 5-5 Induktoren der Tau-Protein-Aggregation ............................................................. 11 
Tabelle 5-6 Inhibitoren der Tau-Protein-Aggregation ............................................................. 12 
Tabelle 7-1 Häufig genutzte Geräte ......................................................................................... 15 
Tabelle 7-2 Häufig genutzte Chemikalien ............................................................................... 16 
Tabelle 7-3 Molekulargewichtsmarker für Nukleinsäuren und Proteine ................................. 18 
Tabelle 7-4 Genutzte Kulturmedien ......................................................................................... 18 
Tabelle 7-5 Genutztes biologisches Material ........................................................................... 19 
Tabelle 7-6 Häufig genutzte Reagenzien und Puffer ............................................................... 19 
Tabelle 7-7 Primer-Sequenzen für die Tau-Protein-Mutagenese ............................................. 21 
Tabelle 7-8 PCR-Komponenten der Methode nach Stratagene ............................................... 22 
Tabelle 7-9 PCR-Bedingungen der Methode nach Stratagene ................................................. 22 
Tabelle 7-10 Komponenten der Primer-Phosphorylierung ...................................................... 23 
Tabelle 7-11 PCR-Komponenten der eigenen Methode .......................................................... 23 
Tabelle 7-12 PCR-Bedingungen der eigenen Methode ............................................................ 23 
Tabelle 7-13 Komponenten der DNA-Ligation ....................................................................... 24 
Tabelle 7-14 Arbeitsschritte der Gelextraktion ........................................................................ 25 
Tabelle 7-15 Komponenten des Restriktionsendonukleasenverdaus ....................................... 26 
Tabelle 7-16 Primer-Sequenzen des Kolonie-PCR-Screenings ............................................... 27 
Tabelle 7-17 PCR-Komponenten des Kolonie-PCR-Screenings ............................................. 27 
Tabelle 7-18 PCR-Bedingungen des Kolonie-PCR-Screenings .............................................. 28 
Tabelle 7-19 Arbeitsschritte der Plasmid-DNA-Präparation ................................................... 28 
Tabelle 7-20 Primer-Sequenzen der DNA-Sequenzierung ...................................................... 29 
Tabelle 7-21 Zusätzlich genutzte Reagenzien und Puffer der Tau-Protein-Reinigung ........... 30 
Tabelle 7-22 Komponenten der Proteinkonzentrationsmessung mittels Fluram ..................... 35 
Tabelle 7-23 Zusätzlich genutzte Reagenzien und Puffer der Tau-Protein-Aggregation ........ 35 
Tabelle 7-24 Komponenten des Tau-Protein-Aggregationsansatzes ....................................... 36 
Tabellenverzeichnis 
vi 
Tabelle 7-25 Komponenten des Aggregationsansatzes zum Nachweis der Tau-Protein-
Aggregation mittels ThS .......................................................................................................... 37 
Tabelle 7-26 Bestandteile des FPLC Systems .......................................................................... 39 
Tabelle 8-1 Tau-Isoformen nach der Tau-Protein-Mutagenese ............................................... 41 
Tabelle 8-2 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, DNA-Messung nach der Mini-Plasmid-
Präparation ............................................................................................................................... 43 
Tabelle 8-3 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Messergebnisse der Fluram-
Proteinkonzentrationsbestimmung ........................................................................................... 48 
Tabelle 8-4 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Messergebnisse der Eichkurve zur 
Proteinkonzentrationsbestimmung ........................................................................................... 49 
Tabelle 8-5 Komponenten des Aggregationsansatzes zur Ermittlung der Auswirkung der 
Salzkonzentration auf die Tau-Aggregation ............................................................................ 50 
Tabelle 8-6 Komponenten des Aggregationsansatzes zum Tau-Oligomernachweis mittels 
Sandwich-ELISA ..................................................................................................................... 55 
Tabelle 8-7 Untersuchte Redoxmittel ...................................................................................... 61 
Tabelle 8-8 Komponenten des Aggregationsansatzes zur Untersuchung der Redoxmittel ..... 61 
Tabelle 8-9 Komponenten des Aggregationsansatzes zur Chromatographische Auftrennung 
aller Tau-Isoformen .................................................................................................................. 80 
Tabelle 9-1 Zusammenfassung der Wirkung des DTTs auf Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt 92 
Tabelle 9-2 Zusammenfassung der Wirkung des TCEPs auf Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt
 .................................................................................................................................................. 93 
Tabelle 9-3 Zusammenfassung der Wirkung des GSHs und GSSGs auf Tau 2N3R wt und Tau 
2N4R wt ................................................................................................................................... 95 
Tabelle 9-4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Größenausschlusschromatographie ......... 97 
 
Abkürzungsverzeichnis 
vii 
4. Abkürzungsverzeichnis 
 
Abk. Abkürzung 
AD Alzheimer-Erkrankung, Alzheimer’s disease 
AK Antikörper 
A.d.  Destilliertes Wasser, aqua dest. 
bp Basenpaare 
bzw. beziehungsweise 
Da Masseeinheit, Dalton 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
E.Coli Escherichia Coli 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 
mAU Absorptionseinheit, milli absorbance units 
MM Mastermix 
MW Molekulargewicht, molecular weight 
NFTs Neurofibrillenbündel, neurofibrillary tangles 
Num. Nummer 
OD Optische Dichte 
PCR Polymerase-Kettenreaktion, polymerase chain reaction 
PHFs gepaarte helikale Tau-Filamente, paired helical filaments 
PNS Peripheres Nervensystem 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies, reactive oxygen species 
rpm Umdrehungen pro Minute, revolutions per minute 
RS Redoxsubstanz 
RT Raumtemperatur 
SL Stammlösung 
U enzymatische Einheit, units 
ü.N. über Nacht 
v. a. vor allem 
wt Wildtyp 
 Mittelwert 
z. B. zum Beispiel 
z. Z. zur Zeit 
ZF Zusammenfassung 
ZNS Zentrales Nervensystem 
Einleitung 
1 
5. Einleitung 
5.1 Alzheimer-Krankheit  
Die Alzheimer Demenz (AD) stellt die häufigste Form der Demenz dar und geht mit einem 
Verlust der kognitiven, emotionalen und sozialen Fähigkeiten einher. Weitere Symptome 
können Wahnvorstellungen und Halluzinationen sein. 
 
5.1.1 Geschichte und Risikofaktoren 
Die Geschichte dieser Krankheit geht weit in die Vergangenheit zurück. Schon die 
Philosophen und Naturwissenschaftler der alten Griechen und Römer beobachteten dieses 
Krankheitsbild. Sie fassten es als einen unklaren Verlust der geistigen Fähigkeiten zusammen, 
der unweigerlich im höheren Lebensalter eintritt. (Berchtold und Cotman 1998) 
Mit dem Beginn des 20. Jahrhunderts hat sich die Sichtweise zu dieser Form der Demenz 
deutlich verändert. Alois Alzheimer, ein deutscher Psychiater und Neuropathologe, führte die 
klinischen Symptome einer an präseniler Demenz Erkrankten mit mikroskopischen 
Ergebnissen zusammen. Er beschrieb den Fall der 50-jährigen Auguste Deter, deren 
klinisches Bild erheblich von dem der senilen Demenz abwich (Alzheimer 1911). Nach ihrem 
Tod mit 56 Jahren arbeitete Alzheimer ihr Gehirn mit neuen Färbetechniken histologisch auf 
und erkannte dabei sowohl Ablagerungen im Extrazellulärraum (senile Plaques) als auch 
innerhalb von Nervenzellen (Fibrillenbündel). Das Gehirn zeigte makroskopisch ein eindeutig 
atrophisches Bild. (Alzheimer 1907) 
Emil Kraepelin bezeichnete 2 Jahre nach Alzheimers Erstbeschreibung die Krankheit als 
„Alzheimer-Krankheit“ und unter dieser Bezeichnung erlangte sie somit globale Bekanntheit. 
(Kraepelin 1909) 
Im Jahre 2006 litten weltweit 26,6 Millionen Menschen an der AD. Es wird geschätzt, dass 
sich die Anzahl bis zum Jahr 2050 vervierfachen wird, was bedeutet, dass von 85 Menschen 
einer betroffen sein wird. (Brookmeyer et al. 2007) 
Den größten Risikofaktor für die Entwicklung einer AD stellt das Lebensalter dar. Es wird 
angenommen, dass sich das Risiko für die Krankheitsentstehung ab dem 65. Lebensjahr alle 5 
Jahre verdoppelt. (Alzheimer's & Dementia Causes, Risk Factors 2014) 
Man teilt die AD in 2 Gruppen ein:  
1) sporadisch auftretend (ca. 90%) 
2) familiär auftretend (familiar alzheimer disease, FAD, ca. 10%) 
Einleitung 
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Die familiäre Form der AD (FAD) tritt meist vor dem 65. Lebensjahr auf und wird deshalb als 
„early-onset“ bezeichnet. Man geht davon aus, dass es genetische Ursachen für die 
Entwicklung der Krankheit gibt, wobei folgende Gene eine wichtige Rolle spielen:  
PSEN1 (Presenilin 1), APP (ß-amyloid precursor protein) und PSEN2 (Presenilin 2) 
(Goate et al. 1991; Murrell et al. 1991; Sherrington et al. 1995; Clark 1995) 
Die sporadische Form der AD äußert sich zumeist in einem „late-onset“. Diese Fälle treten 
eher nach dem 65. Lebensjahr auf. Es gelten sowohl genetische Faktoren, als auch äußere 
Umwelteinflüsse als Ursachen. Folgende äußere Risikofaktoren wurden bereits mit der 
Entwicklung einer AD in Verbindung gebracht:  
Zustand nach Schädel-Hirn-Trauma (Mayeux et al. 1993), Störungen des Insulin-
Gleichgewichts und Diabetes (Luchsinger et al. 2004; Schrijvers et al. 2010) und 
Erkrankungen des kardiovaskulären Systems (Kivipelto et al. 2001) 
Sowohl für die früheinsetzende, als auch für die späteinsetzende AD konnte ein weiteres 
Risiko-Gen auf dem Chromosom 19 erkannt werden. Hierbei handelt es sich um das Gen für 
das Apolipoprotein E (ApoE). Es wurden signifikante Zusammenhänge zwischen dem 
Krankheitsbild der AD und dem Vorkommen des ApoE-Allels gefunden. (Strittmatter et al. 
1993) 
 
5.1.2 Pathogenese 
Die genauen neuropathologischen und biochemischen Vorgänge, die zur AD führen, sind bis 
heute nicht entschlüsselt worden. Es ist jedoch bekannt, dass es zu einem Verlust von 
Neuronen und Synapsen im Kortex und subkortikal gelegenen Regionen kommt. Dies führt 
zu einem Schrumpfen der Hirnrinden sowie einer Erweiterung der Windungsfurchen und der 
Ventrikelräume. Ein Gewichts- und Volumenverlust des Gehirns ist die Folge. 
Auf mikroskopischer Ebene erkennt man neben dem Verlust an Nervenfasern und Neuronen 
Ablagerungen von senilen Plaques (extrazellulär, bestehend aus ß-Amyloid) und 
neurofibrillären Tangles (intrazellulär, bestehend aus Tau-Protein).  
Bereits 1968 wurde der Zusammenhang zwischen der Ausprägung der Plaques und dem 
Schweregrad der AD erkannt (Blessed et al. 1968). Physiologischerweise wird das Amyloid-
Vorläuferprotein (APP) durch Sekretasen-Kombinationen (α und γ) gespalten, wobei nicht-
amyloidogene, lösliche Spaltprodukte entstehen (Haass et al. 1993). Es wurde 
herausgefunden, dass APP während des Krankheitsprozesses verstärkt durch andere 
Sekretasen (β und γ) gespalten wird und somit das β-Amyloid entsteht. Dieses bildet den 
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Hauptbestandteil der Amloidplaques und kann im Intra- und Extrazellulärraum aggregieren. 
(Masters et al. 1985).  
Goedert et al. entschlüsselten 1988 das Hauptprotein der neurofibrillären Tangles im 
Frontalcortex von Alzheimer-Patienten. Es handelte sich dabei um das Mikrotubuli-
assoziierte Protein Tau (Goedert et al. 1988). Das Tau-Protein befindet sich innerhalb der 
Fibrillen in einem hyperphosphorylierten Zustand (Grundke-Iqbal et al. 1986). 
Hyperphosphoryliertes Tau verliert seine Bindungskraft zu den Mikrotubuli (Lindwall und 
Cole 1984). Dies führt zu deren Destabilisierung und es kommt zum Zelluntergang. 
Außerdem steigt die Aggregationsneigung des Tau-Proteins, was zur Ausbildung von Tau-
Filamenten führt, welche wiederum den Zelltod beeinflussen können. Bis heute ist nicht 
bekannt, ob die Hyperphosphorylierung und die Aggregation des Tau-Proteins Ursachen oder 
mögliche Konsequenzen der AD sind.  
 
5.2 Das Protein Tau 
Das Tau-Protein wurde erstmals 1975 aus Schweinehirnen extrahiert. Seinen Namen erhielt 
der hitzestabile Tau-Faktor wegen seiner Eigenschaft Tubuline zur Polymerisation anzuregen 
(Tubulin associated unit). Schon damals wurde angenommen, dass Tau eine wichtige 
Funktion in der Polymerisation von Tubulin-Dimeren zu Mikrotubuli hat. (Weingarten et al. 
1975) 
 
5.2.1 Struktur und Eigenschaften des Tau-Proteins 
Das Tau-Protein gehört zu den Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAP). Zusammen mit 
MAP1 und MAP2 reguliert Tau die Polymerisation und die Stabilität von Mikrotubuli in 
Neuronen, indem es direkt mit Tubulin interagiert. Bei dieser elektrostatischen Interaktion 
spielt der Grad der Phosphorylierung des Tau-Proteins eine besondere Rolle (Drechsel et al. 
1992). Neben der Stabilisierung der Mikrotubuli ist Tau auch an der Differenzierung von 
Nervenzellen beteiligt (Liu et al. 1999). Des Weiteren spielt es eine Rolle im axonalen 
Transport entlang der Mikrotubuli, indem es direkt mit dem Motorprotein Kinesin interagiert 
(Ebneth et al. 1998).  
Das Gen für das humane Tau-Protein befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 17, 
an der Position 17q21 (Neve et al. 1986) und enthält 16 Exons. Das Primärtranskript des Tau-
Proteins (mRNA) im ZNS umfasst 13 Exons. Durch alternatives Splicing der Exons 2, 3 und 
10 entstehen 6 verschiedene Tau-mRNAs im ZNS und somit 6 verschiedene Tau-Protein-
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Isoformen mit Größen von 352 bis 442 Aminosäuren. Sie unterscheiden sich in ihrer Anzahl 
der N-terminalen inserts und Mikrotubulibindungsregionen (siehe Tabelle 5-1). (Goedert et 
al. 1989) 
Die verschiedenen Isoformen werden während der menschlichen Entwicklung zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert. Dadurch können sie verschiedene physiologische 
Aufgaben übernehmen. Die kürzeste Isoform 0N3R (keine N-terminalen inserts, 3 C-
terminale repeats) wird beispielsweise als einzige Isoform während der Fetalperiode 
exprimiert. Im adulten Nervensystem werden hingegen alle 6 Isoformen gebildet (siehe 
Abbildung 5-1 und Tabelle 5-1). Große Bedeutung liegt auf dem Vorhandensein des Exons 
10, da es für eine zusätzliche Mikrotubulibindungsregion kodiert. Man hat nachgewiesen, 
dass Tau-Proteine mit 4 repeats (R1, R2, R3, R4) aktiver im Zusammenfügen der Mikrotubuli 
sind. (Goedert und Jakes 1990) 
Es konnte später auch gezeigt werden, dass die flankierenden Domänen der 
Mikrotubulibindungsregion ebenfalls Einflüsse auf das Bindungsverhalten zwischen Tau und 
Tubulin ausüben. (Gustke et al. 1994) 
 
 
Abbildung 5-1 Schematische Darstellung des humanen Tau-Gens und der 6 Tau-Isoformen  
Bildquelle: mod. nach Lee et al. 2001, Fig. 1 
Zu erkennen sind die Exons des Primärtranskripts des Tau-Proteins und die durch alternatives Splicing 
entstehenden 6 humanen Tau-Isoformen. Die längste Tau-Isoform 2N4R besteht aus 441 Aminosäuren. Tau 
2N3R besitzt 410 Aminosäuren. Auf diese beiden Isoformen wird in dieser Arbeit ein besonderer Wert gelegt.  
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Tabelle 5-1 Isoformen des humanen Tau-Proteins 
Klon * inserts 
(N-terminal) 
repeats  
(C-terminal) 
Anzahl der Aminosäuren MW [kDa] 
htau40 2N4R 2 4 441 45,9 
htau39 2N3R 2 3 410 42,6 
htau34 1N4R 1 4 412 43 
htau37 1N3R 1 3 381 39,7 
htau24 0N4R 0 4 383 40 
htau23 0N3R 0 3 352 36,7 
 Die in dieser Arbeit verwendeten Begriffe für die Tau-Protein-Isoformen sind in der 2. Spalte 
ersichtlich. 
 
Die N-terminalen inserts spielen bei der Mikrotubuli-Stabilisierung keine große Rolle. Durch 
ihre sauren Eigenschaften führen sie zu einer Abstoßung von den ebenfalls negativ geladenen 
Mikrotubuli. Die Mikrotubulibindungsregion hingegen ist basisch geladen und hat deshalb ein 
gutes Bindungsvermögen an dem stark negativ geladenem C-Terminus von α- und β- Tubulin. 
(Gustke et al. 1994) 
Ein weiterer Faktor, der die Funktionen und Eigenschaften der Tau-Proteine beeinflusst, ist 
die posttranslationale Modifizierung, zu denen die O-Glykosylierung und die 
Phosphorylierung zählen. Die Funktion der O-Glykosylierung wurde noch nicht vollständig 
herausgefunden, es wird aber angenommen, dass sie eine Rolle in der Zellzyklus-Aktivierung 
und der Polymer-Bildung spielt (Hart et al. 1996). Sie ist eine Art „Konkurrenz-Modifikation“ 
zur Phosphorylierung, weil die gleichen Serin- und Threonin-Reste betroffen sind. Bisher 
wurden mehr als 30 mögliche Phosphorylierungsstellen im Tau-Protein beschrieben, wobei es 
sich vorrangig um Serin- und Threonin-Reste handelt. In in-vivo Präparaten liegt Tau 
grundsätzlich im phosphorylierten Zustand vor, der durch das Wechselspiel zwischen Kinasen 
und Phosphatasen bestimmt wird. Heute weiß man, dass mit dem Grad der Phosphorylierung 
die Affinität des Tau-Proteins zu den Mikrotubuli stark verändert wird. Mit einem höheren 
Phosphorylierungsgrad wird die Bindungsstärke herabgesetzt, das Verhältnis zwischen freiem 
und gebundenem Tau verschiebt sich und Tau kann im Zytoplasma Aggregate (NFTs, PHFs) 
bilden. (Eidenmuller et al. 2000) 
Eine weitere proteinogene und für den Aggregationsprozess des Tau-Proteins wichtige 
Aminosäure ist das Cystein (Abbildung 5-2). Cystein ist eine schwefelhaltige α-Aminosäure 
mit einer Sulfhydrylgruppe in der Seitenkette.  
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Abbildung 5-2 Chemische Struktur L-Cystein * 
 
Ein Cystein befindet sich im repeat 2 im Exon 10 und ein weiteres im repeat 3 im Exon 11. 
Basierend auf der längsten Tau-Protein-Isoform entspricht dies den Positionen 291 und 322. 
Die 4-repeat Isoformen (2N4R, 1N4R, 0N4R) besitzen somit, durch ihr Vorhandensein des 
Exons 10, beide Cysteine. Den 3-repeat Isoformen (2N3R, 1N3R, 0N3R) fehlt hingegen das 
Exon 10, wodurch sie nur ein Cystein an der Position 322 vorweisen. Cysteine dienen als 
Anker möglicher Disulfidbrücken, was bei der Bildung eines Dimers von großer Bedeutung 
ist. 
 
5.2.2 Pathologie des Tau-Proteins 
Man kann Krankheiten, die mit einer abnormen, intrazellulären Faltung, Tau-Protein-
Aggregation und PHF-Bildung einhergehen als Tauopathien zusammenfassen. Die AD stellt 
die häufigste Tauopathie dar. Ihnen allen sind abnorm veränderte, hyperphosphorylierte Tau-
Proteine in Form von Protein-Aggregaten gemein. Sie werden in sporadische und familiäre 
Formen unterteilt. (Lee et al. 2001)  
Die Tabelle 5-2 fasst die häufigsten Tauopathien mit ihren deutschen und englischen 
Bezeichnungen, sowie ihren Abkürzungen zusammen. 
 
Tabelle 5-2 Zusammenfassung der Tauopathien 
Sporadische Tauopathien: 
 Alzheimer-Erkrankung Alzheimer’s disease, AD 
 Progressive supranukleäre Blickparese Progressive supranuclear palsy, PSP 
 Kortikobasale Degeneration Corticobasal degeneration, CBD 
 Pick‘sche Erkrankung Pick‘s disease, PiD 
Familiäre Tauopathien: 
 Chromosom-17-gekoppelte-
frontotemporale-Demenz-und-
Parkinsonismus 
Frontotemporal dementia and 
parkinsonism linked to chromosome 17, 
FTDP-17 
 
Durch seine hydrophilen Eigenschaften ist das Tau-Protein im nativen Zustand ungefaltet und 
gut löslich (Schweers et al. 1994). Es ist außerdem hitzestabil und säureresistent. Der 
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Charakter des Proteins ändert sich bei den oben beschriebenen Erkrankungen. Bisher wurde 
angenommen, dass die abnorme Phosphorylierung der Tau-Proteine zur Aggregation führt. 
Da aber sowohl in fetalen, als auch in adulten Gehirnen phosphorylierte Tau-Proteine 
vorzufinden sind, die nicht aggregieren, muss ein multifaktorieller Prozess für die 
Umwandlung der Proteine verantwortlich sein. 
Der Weg hin zu Tau-Filamenten führt über Intermediate aus hyperphosphorylierten Tau-
Proteinen zu Fibrillen. Die Kinetik der Tau-Aggregation ist charakterisiert durch eine 
Verzögerungsphase, eine darauf folgende Phase des exponentiellen Wachstums, gefolgt von 
einem Gleichgewichtszustand. (Chirita und Kuret 2004) 
Zuerst kommt es durch verschiedene Faktoren, die noch nicht vollständig entschlüsselt 
wurden, zu Konformationsänderungen im Tau-Protein. Anschließend kommt es zur Bildung 
eines Dimers, welches sowohl durch intermolekulare Disulfidbrücken (Friedhoff et al. 
1998a), als auch durch Wasserstoffbrücken zwischen den β-Faltblattstrukturen (Li et al. 2008) 
stabilisiert werden kann. Lagern sich 4-7 Dimere zusammen, entsteht der Kern (Nukleus, 
Aggregationskeim). An diesen können sich nun weitere Tau-Proteine anlagern und es 
entstehen Oligomere. Aus den Oligomeren bilden sich im Verlauf durch Anlagerungen von 
weiteren Tau-Molekülen die Filamente und schließlich die Fibrillenbündel. (Friedhoff et al. 
1998a) 
 
5.3 Vom Monomer zum Filament – Einflüsse auf den Aggregationsprozess 
5.3.1 Aggregationsbeeinflussende Eigenschaften der Primärstruktur 
Die determinierenden Strukturmerkmale der Aggregation in der Primärsequenz des Tau-
Proteins lassen sich in zwei Ebenen einteilen. Die primäre Aggregations-Kern-Domäne wird 
durch ein bzw. zwei 6 Aminosäuren lange Peptidsequenzen bestimmt.  
Die erste Sequenz 306VQIVYK311 (PHF6) liegt im Exon 11 und ist somit in allen Tau-
Isoformen vorhanden. Die zweite Sequenz 275VQIINK280 (PHF6*) befindet sich im Exon 10. 
Damit ist sie nur in den 4-repeat Isoformen präsent. (Bergen et al. 2001)  
Theoretisch bedeutet das, dass Tau-Proteine mit beiden Aggregationsdomänen durch die 
Ausbildung von cross-β-Faltblattstrukturen schneller einer amyloidogenen Proteinaggregation 
unterliegen müssten. Diese Aggregationstendenz wird aber durch die Anwesenheit von ein 
oder zwei Cystein-Resten moduliert, bzw. kompensiert. Da ein Cystein-Rest (Cys322) in allen 
Tau-Isoformen vorhanden ist und der zweite Cystein-Rest (Cys291) im Exon 10 lokalisiert ist 
und damit immer gekoppelt mit der zweiten Aggregationsdomäne 275VQIINK280 vorkommt, 
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kann er durch die Bildung intramolekularer Disulfidbrücken dämpfend auf die Tau-
Aggregation wirken. In diesem Fall stehen keine Sulfhydryl-Seitenketten mehr für die 
Dimerisierung zur Verfügung. 
Durch die Primärsequenz ist die Anwesenheit der Aggregationsdomänen fest bestimmt. Die 
posttranslationale Modifikation der Sulfhydrylgruppen der Cystein-Seitenketten kann jedoch 
zur Modifikation der Aggregationstendenz des Tau-Proteins beitragen. Die Tabelle 5-3 
veranschaulicht diesen Sachverhalt. 
 
Tabelle 5-3 Tau-Protein-Aggregationsdomänen 
Tau-
Isoform 
Aggregationsdomäne Wirkung auf die 
Aggregation 
Cystein-
Konfiguration 
Wirkung auf die 
Aggregation 
3-repeat 306VQIVYK311 ↑ Cys291-Cys291 
intermolekulare 
Disulfidbrücke 
↑ 
4-repeat 306VQIVYK311 
275VQIINK280 
↑↑ Cys291-Cys322 
intramolekulare 
Disulfidbrücke 
↓ 
 
5.3.2 Die Rolle des Redoxmilieus und der Cystein-Seitenketten  
Bei einer Redoxreaktion handelt es sich um einen Transfer von Elektronen zwischen 2 
verschiedenen chemischen Stoffen, dem Reduktions- und dem Oxidationsmittel. Das 
Reduktionsmittel („Elektronendonator“) gibt Elektronen ab und wird dabei selbst oxidiert, 
während das Oxidationsmittel („Elektronenakzeptor“) Elektronen aufnimmt und selbst 
reduziert wird. Die Oxidation ist definiert als ein Verlust und die Reduktion als ein Erhalt von 
Elektronen.  
In dieser Arbeit wurde die Bedeutung und Beeinflussbarkeit der Disulfidbrückenbindung 
zwischen 2 Thiolgruppen im Tau-Protein untersucht. Die Bildung einer Disulfidbrücke 
unterliegt hierbei einer Oxidationsreaktion (Wasserstoff und Elektronen werden abgegeben): 
R-SH + HS-R‘  R-S-S-R‘ + 2 H+ + 2 e- 
Die beiden überschüssigen Wasserstoffatome werden von einem Wasserstoff-Akzeptor 
gebunden. Die gesamte Reaktion ist somit eine Redoxreaktion. 
Bei der Disulfidbrückenbindung zwischen 2 Cysteinen entsteht das Cystin (Abbildung 5-3). 
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Abbildung 5-3 Chemische Struktur L-Cystin * 
 
1995 beschrieben Schweers et al. erstmals die Bedeutung der 2 Cysteine 291 und 322 
während des Aggregationsprozesses. Sie beobachteten, dass 3-repeat Tau (mit einem Cystein, 
Cys322) durch die Bildung intermolekularer Disulfidbrücken eher zur PHF-Bildung neigt als 
4-repeat Tau (mit 2 Cysteinen, Cys291 und Cys322). Die PHF-Bildung wurde beim 4-repeat 
Tau durch die Bildung intramolekularer Disulfidbrücken geblockt. Unabhängig oder 
zusätzlich zum Grad der Phosphorylierung des Tau-Proteins scheint das Redoxmilieu im 
Neuron einen wichtigen Faktor bei der Aggregatbildung darzustellen. (Schweers et al. 1995) 
Sobald Tau unter oxidierende Bedingungen gestellt wird, kommt es zu einer ständigen 
Bildung von intra- und intermolekularen Disulfidbrücken und zu weiteren, teilweise 
irreversiblen Oxidationsschritten (Bildung von Sulfin-, Sulfen- und Sulfonsäure) 
(Bhattacharya et al. 2001). Die Annahme ist, dass Tau-Proteine mit nur einem Cystein (3-
repeat) eher zur Aggregation neigen, weil sie nur intermolekulare Disulfidbrücken ausbilden 
können. Durch eine Bildung von intramolekularen Disulfidbrücken beim 4-repeat Tau scheint 
das Protein vor einer Aggregation geschützt zu sein. Es wird stabilisiert und kann keine 
intermolekularen Brückenbindungen eingehen. Allerdings ist dieser Sachverhalt beim 4-
repeat Tau nicht eindeutig zu definieren, da das Protein sowohl inter-, als auch 
intramolekulare Disulfidbrücken ausbilden kann. In der Tabelle 5-4 ist die Bildung von inter- 
und intramolekularen Disulfidbrücken schematisch dargestellt. 
Heute kann davon ausgegangen werden, dass die intermolekularen Disulfidbrücken ihre 
Funktion als Aggregationskeim in der Bildung von Tau-Filamenten haben und somit eine 
wichtige Rolle in der Aggregation spielen. (Bhattacharya et al. 2001) 
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Tabelle 5-4 Schematische Darstellung der inter- und intramolekularen Disulfidbrückenbindungen im 4-repeat 
Tau-Protein 
Intermolekulare Disulfidbrückenbindung Intramolekulare Disulfidbrückenbindung 
C   N 
      SH 
        + 
N   C 
      SH 
 
C   N 
      S-S 
N   C 
       
 
 NFT 
 
                  C                               N 
 
SH  
           SH 
 
                                                    
                                                C 
 
                                   S-S 
N 
 
 
                                 NFT 
 
Schematische Darstellung der inter- und intramolekularen Disulfidbrückenbindung, jeweils mit oder ohne 
Entstehung von neurofibrillären Tangles (NFTs). 
Bildquelle: mod. nach Schweers et al. 1995, Fig. 6 
 
5.3.3 Einflüsse verschiedener Substanzen auf die Aggregation des Tau-Proteins 
5.3.3.1 Induktoren 
Das Tau-Protein zeichnet sich durch seinen hydrophilen Charakter aus, was die Nachbildung 
des Aggregationsprozesses in in-vitro Versuchen deutlich erschwert. Die intrinsische 
Aggregationsneigung des Tau-Proteins ist nur sehr gering ausgeprägt, wodurch zwangsläufig 
Methoden entwickelt werden mussten, die den komplexen Prozess der Filamentbildung 
beschleunigten und darstellbar machten. Durch die Zugabe von Cofaktoren bildet 
rekombinantes und extrahiertes Tau in-vitro lösliche und stabile Aggregate. Die Tabelle 5-5 
zeigt eine Auswahl an Induktoren der Tau-Aggregation. (Übersichtsartikel: Meraz-Rios et al. 
2010) 
Friedhoff et al. haben 1998 ein quantitatives Verfahren entwickelt, das die PHF-Bildung von 
Tau-Proteinen in Echtzeit gut überprüfbar machte. Sie nutzten Thioflavin T (ThT) und 
Thioflavin S (ThS). Diese Stoffe binden an β-Faltblattstrukturen und ändern dadurch ihr 
Verhalten in der Fluoreszenz. Das emittierte Licht ist messbar und die PHF-Bildung 
detektierbar. (Friedhoff et al. 1998b) 
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Tabelle 5-5 Induktoren der Tau-Protein-Aggregation 
Chemischer 
Stoff 
Charakter Literaturverweis 
RNA Dimere werden geformt durch intermolekulare 
Disulfidbrückenbindungen am Cys322, alle 6 
Isoformen bilden PHF-ähnliche Aggregate 
Kampers et al. 
1996 
Heparin, 
Heparansulfat 
3-repeat Tau bildet PHF-ähnliche Aggregate, 
Heparansulfat und phosphoryliertes Tau existieren 
gleichzeitig in Neuronen früher Alzheimer-Stadien 
Goedert et al. 
1996 
Freie Fettsäuren fördern die Aggregation zu Filamenten beim β-
Amyloid und Tau-Protein 
Wilson und 
Binder 1997 
Taurin senkt die Aggregation des β-Amyloids, fördert 
Fibrillenbildung des Tau-Proteins in niedrigen 
Konzentrationen 
Santa-Maria et al. 
2007 
 
Auch der oxidative Stress wird mit einer steigenden Aggregation von Tau-Monomeren in 
Verbindung gebracht. Gerade während des physiologischen Altersprozesses kommt es im 
humanen Gehirn zu einer Veränderung des intrazellulären Redoxmilieus, wobei oxidierte 
Proteinprodukte vor allem im Frontalhirn akkumulieren. (Smith et al. 1991) 
 
5.3.3.2 Inhibitoren 
Die möglichen Inhibitoren der Tau-Aggregation spielen vor allem im Design neuer 
Therapieansätze der AD eine große Rolle. In in-vitro Versuchen haben sich viele Stoffe 
herauskristallisiert, die die Aggregation des Tau-Proteins vermindern können. Die Frage ist 
aber, ob diese Stoffe für klinische Studien in Frage kommen und wenn ja, ob es eine klinische 
Dosis gibt, die zu sinnvollen, inhibierenden Konzentrationen im Gehirn führt. Die in Studien 
eingesetzten Stoffe müssen viele Eigenschaften mitbringen: sie müssen gut verträglich sein, 
die Blut-Hirn-Schranke überwinden, neuronengängig sein und die Tau-Tau-Interaktion 
wirkungsvoll inhibieren, ohne dabei die physiologische Funktion des Tau-Proteins 
(Stabilisierung der Mikrotubuli) zu stören.  
Zurzeit spielen vor allem die Diaminophenothiazine (Phenyl-Thiazolyl-Hydrazide, z.B. 
Methylenblau) eine besondere Rolle. Sie inhibieren hoch potent und sehr selektiv die Tau-
Tau-Bindungen (Wischik et al. 1996). Das Methylenblau ist mittlerweile als Medikament in 
klinischen Studien angekommen. Bei einer kürzlich veröffentlichen Studie an leicht und 
mittelschwer erkrankten Alzheimer-Patienten profitierten diese von einer Methylenblau-Dosis 
von 138 mg/d nach 24- und 50-wöchiger Behandlung. Es kam zu einer kognitiven 
Leistungsverbesserung im ADAS-Coq (Alzheimer’s Disease Assessment Scale Cognition) und 
2 weiteren Demenztests. (Wischik et al. 2015) 
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Weitere neuere Entdeckungen sind Chemotherapeutika, die auch in der Alzheimer-Therapie 
helfen könnten. Sie besitzen die Fähigkeit, Mikrotubulibindungen zu stabilisieren. Zu ihnen 
gehört Paclitaxel. (Zhang et al. 2005) 
Eine Auswahl weiterer bisher entdeckter Inhibitoren unterschiedlichen Charakters ist in der 
Tabelle 5-6 dargestellt.  
 
Tabelle 5-6 Inhibitoren der Tau-Protein-Aggregation 
Chemischer Stoff Charakter Literaturhinweis 
GSK-3β-Inhibitoren, z.B. 
Lithium 
GSK-3β fördert die Phosphorylierung des 
Tau-Proteins, die Aktivität des Enzyms wird 
durch Lithium verringert 
Caccamo et al. 
2007 
Aminothienopyridazine verhindert Fibrillenbildung des Tau-Proteins, 
ohne die Mikrotubulibindung zu gefährden 
Crowe et al. 
2009 
Zimtaldehyd und 
Epicatechin 
durch Interaktion mit den 2 Cysteinen im Tau 
verhindern Zimtaldehyd und die oxidierte 
Form des Epicatechins die Tau-Aggregation, 
Tau wird vor einer Oxidation geschützt 
George et al. 
2013 
Metabolite des 
Aspergillus Nidulans  
Metabolite führen zu einer Inhibierung der 
PHF-Bildung, ohne die Mikrotubulibindung 
zu gefährden  
Paranjape et al. 
2014 
 
Protein-Protein-Interaktionen spielen im menschlichen Organismus eine sehr große Rolle. Es 
sind um die 650.000 bekannt (Stumpf et al. 2008), von denen aber nur wenige eine 
pharmakologische Rolle spielen. Gerade bei der AD scheint aber die Tau-Tau-Interaktion 
einen wichtigen Faktor in der Pathologie und der Entwicklung von PHFs zu spielen – ein 
lohnenswerter Grund, hier therapeutisch anzusetzen.  
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6. Aufgabenstellung 
Das Paul-Flechsig-Institut für Hirnforschung der Universität Leipzig beschäftigt sich u.a. mit 
dem Pathomechanismus der AD und entwickelt darauf aufbauend diagnostische und 
therapeutische Behandlungskonzepte. Die vorliegende Dissertation entstand im Rahmen eines 
einjährigen Forschungspraktikums.  
Im Rahmen der Arbeit ging es um die Modulation der Tau-Aggregation durch Modifikationen 
von Cystein-Resten. Dabei wurden die folgenden Fragestellungen bearbeitet: 
 
Welche Rolle spielen die Cystein-Seitenketten und die Aggregationsdomänen bei der 
Tau-Protein-Aggregation?  
Die wichtige Rolle der Cystein-Seitenketten ist in früheren Experimenten bereits unter 
Beweis gestellt worden. So haben Schweers et al. bereits 1995 rekombinante 3- und 4-repeat 
Tau-Konstrukte generiert, in denen Cystein zu Alanin verändert wurde. Sie haben damals 
herausgefunden, dass die PHF-Bildung in einem großen Zusammenhang mit der Erzeugung 
einer Disulfidbrücke zwischen zwei Cysteinen an der Position 322 steht. Bergen et al. 
beschrieben später die Auswirkungen einer 2. Aggregationsdomäne auf das 
Aggregationsverhalten der Tau-Proteine. Diese 2. Sequenz ist allen 4-repeat Isoformen 
gemein. (Schweers et al. 1995; Bergen et al. 2001)  
In dieser Arbeit wurden durch ortsspezifische Mutagenesen Tau-Konstrukte generiert, die 
sich in ihrer Anzahl der Cysteine und im Vorhandensein der zusätzlichen 
Aggregationsdomäne unterschieden. So konnte das Zusammenspiel der 
Aggregationsdomänen und der Cystein-Reste getrennt voneinander untersucht werden. 
Hierbei wurden die 2 häufigsten humanen Tau-Isoformen 2N3R wt und 2N4R wt 
molekulargenetisch verändert, sodass Mutationen mit zwei, einem oder keinem Cystein-Rest 
entstanden.  
 
Wie beeinflusst das Redoxmilieu die Tau-Protein-Aggregationsvorgänge? 
Nicht nur zur Pathologie der AD, sondern auch zum physiologischen Altersprozess gehören 
Veränderungen des intrazellulären Redoxmilieus, verbunden mit einer Steigerung des 
oxidativen Stresses. Dadurch häufen sich oxidierte Proteinprodukte intrazellulär an. Es ist 
bereits bekannt, dass Änderungen des Redoxmilieus den Aggregationsprozess des Tau-
Proteins erheblich beeinflussen. Diese Änderungen können zu weiteren Oxidationsschritten 
führen. Neben Disulfidbrücken können dadurch auch die stabileren Sulfine, Sulfene oder 
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Sulfone entstehen. Solche Veränderungen stellen einen wichtigen Initiator der Tau-
Aggregation dar. (Smith et al. 1991; Bhattacharya et al. 2001) 
In diesem Zusammenhang sind Modifikationen des intrazellulären Redoxmilieus wichtige 
Angriffspunkte therapeutischer Interventionen. Zurzeit spielt dabei das Methylenblau eine 
herausragende Rolle. Es wird momentan in klinischen Studien als mögliches Therapeutikum 
der AD eingesetzt. (Wischik et al. 2015) 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bestimmte Oxidations- und Reduktionsmittel zu 
den Tau-Aggregationsansätzen hinzugegeben und die PHF-Bildung über definierte Zeiträume 
mit Hilfe biochemischer Methoden quantifiziert. 
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7. Materialien und Methoden 
7.1 Materialien 
Alle benutzten Puffer und Reagenzien wurden mit deionisiertem Wasser, bzw. Reinstwasser 
(Wasseraufbereitungsanlage Seral, Orben Seradest, Deutschland bzw. Millipore, MilliQ, 
Deutschland) hergestellt. 
 
7.1.1 Häufig genutzte Geräte und Chemikalien 
Hier nicht aufgeführte Geräte und Chemikalien, sowie Enzyme und Antikörper werden bei 
ihrer jeweiligen Anwendung erwähnt. 
 
7.1.1.1 Geräte 
Tabelle 7-1 Häufig genutzte Geräte 
Gerät Firma, Sitz 
CO2 Incubator HERAcell® 150i Thermo Scientific, Schwerte 
Consort Mini Elektrophoresis Power Supply E143 Biozym, Hessisch Oldendorf 
Easypet® Pipettierhilfe  Eppendorf, Hamburg 
Größenausschlusschromatographie- (FPLC-) System Ge Healthcare, Chalfont St. Giles, 
England 
Klein-Zentrifuge Galaxy Mini VWR, Darmstadt 
Magnetrührer RCT Basic IKA Labortechnik, Staufen 
Mico Mikrozentrifuge MC13  Merck Millipore, Darmstadt 
Mithras LB 940 Multitechnologie Mikroplattenleser Berthold Technologies, Bad Wildbach 
Model 1000/500 Constant Voltage Power Supply Bio-Rad, München 
Nanodrop Spectrophotometer ND-1.000 / ND-1.000 
Software V3.3.0 
Peqlab Biotechnologie, Erlangen 
PCR Flexcycler Analytik Jena, Jena  
pH Meter Schott, Mainz 
Pieper Photo system FK 7512-IQ Biostep, Jahnsdorf 
Scanner Epson Perfection V750 Pro Epson, Meerbusch 
Schüttelinkubator/ Schüttelwasserbad GFL 1083 GFL, Burgwedel 
Thermomixer® Compact Eppendorf, Hamburg 
UV Photometer GeneQuant pro GE Healthcare Life Sciences, 
Freiburg 
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Schwerte 
Waage BP221S Sartorius, Göttingen 
Wippschüttler WS 10 Edmund Bühler GmbH, Hechingen 
Zentrifuge 3-30K Sigma, Hamburg 
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7.1.1.2 Chemikalien 
Tabelle 7-2 Häufig genutzte Chemikalien 
Chemikalie Firma, Sitz 
Phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte 
Salzlösung (PBS) 
Life Technologies, GIBCO®, Carlsbad, 
USA 
Aceton Roth, Karlsruhe 
Acrylamid/ Bis-Solution Serva, Heidelberg 
4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF) Roche, Grenzach-Wyhlen, Schweiz 
Agar Roth, Karlsruhe 
Agarose für Gelelektrophorese Lonza, Basel, Schweiz 
Ammoniumsulfat Life Technologies, GIBCO®, Carlsbad, 
USA 
Ammoniumpersulfat (APS) Ferak Berlin, Berlin 
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Bromphenolblau VWR, Darmstadt 
N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) Serva, Heidelberg 
cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Roche, Penzberg 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Serva, Heidelberg 
Cysteamin AppliChem, Darmstadt 
Cystein AppliChem, Darmstadt 
Cystin AppliChem, Darmstadt 
DE52 preswollen microgranular 
Diethylaminoethyl (DEAE) cellulose 
Fisher Scientific, Schwerte 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) Biochrom AG, Berlin 
Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe 
Essigsäure Roth, Karlsruhe 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Hamburg 
Flurescamin (Fluram) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Glucose Roth, Karlsruhe 
Glutathion, oxidiert (GSSG) Roth, Karlsruhe 
Glutathion, reduziert (GSH) Roth, Karlsruhe 
Glycerin Ferak Berlin, Berlin 
Glycerol Sigma-Aldrich, Hamburg 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Chlorwasserstoff (HCL) Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe 
Heparin Heparin lithium salt from porcine 
intestinal mucosa 
Sigma-Aldrich, Hamburg 
Heparin sodium salt from porcine 
intestinal mucosa 
Sigma-Aldrich, Hamburg 
Heparin sodium salt AppliChem, Darmstadt 
Heparin Natriumsalz Roth, Karlsruhe 
Heparin sodium VWR, Darmstadt 
HS-Nuclease, recombinant endonuklease MoBiTec, Göttingen 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roth, Karlsruhe 
Isopropanol Roth, Karlsruhe 
Kaliummetabisulfit (K2S2O5)  Laborchemie Apolda GmbH, Apolda 
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Chemikalie Firma, Sitz 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  Merck, Darmstadt 
Kaltfischgelatine/ gelatin from cold water fish 
skin 
Sigma-Aldrich, Hamburg 
Kaliumchlorid (KCl) Serva, Heidelberg 
Laktose Feinchemie Apolda, Sebnitz 
Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, Hamburg 
2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) Biomol, Hamburg 
Methanol J.T. Baker®, VWR, Darmstadt 
Methylenblau (MB) Dr. Grübler & Co, Leipzig 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Magnesiumsulfat (MgSO4) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Monothioglycerol Sigma-Aldrich, Hamburg 
3-(N-Morpholino)propansulfonsäure- (MOPS-) 
Puffer 
Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 
Natriumdisulfit (Na2S2O5) Laborchemie Apolda GmbH, Apolda 
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe 
Natriumazid Sigma-Aldrich, Hamburg 
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Natriumlaurylsulfat- (SDS-) Pellets Roth, Karslruhe 
Tris(2-chlorethyl)phosphin (TCEP) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Thioflavin S (ThS) Sigma-Aldrich, Hamburg 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe 
3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin (TMB) Roboscreen, Leipzig 
Triton® X 100 Serva, Heidelberg 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Serva, Heidelberg 
Trypton/Pepton aus Casein Roth, Karlsruhe 
Polysorbat 20 (Tween 20) Sigma-Aldrich, Hamburg 
 
7.1.1.3 Sonstige Materialien 
Aqua ad iniectabilia      Braun, Melsungen 
Cellstar® Tubes      Greiner Bio-one, Kremsmünster 
ELISA-Platte, microlon, 96 Well, high binding Greiner Bio-one, Kremsmünster 
Falcon-Tubes      Sigma, Steinheim 
FIA-Platte schwarz, 96 Well, non binding  Greiner Bio-one, Kremsmünster 
Handschuhe, Peha Soft® Nitrile   Hartmann, Heidenheim 
PCR Tubes  Kisker Biotech GmbH & Co.KG, Steinfurt 
Pipettenspitzen      Sarstedt-Gruppe, Sarstedt 
Serologische Pipetten     Sarstedt-Gruppe, Sarstedt 
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7.1.2 Molekulargewichtsmarker 
Tabelle 7-3 Molekulargewichtsmarker für Nukleinsäuren und Proteine 
 
 
 
 
 
Abbildung 7-1 Bandenprofile der Molekulargewichtsmarker für Nukleinsäuren und Proteine 
Links: Smart Ladder  
Rechts: Page Ruler Prestained Protein Ladder 
 
7.1.3 Kulturmedien 
Tabelle 7-4 Genutzte Kulturmedien 
Medium Inhaltsstoffe pH Wert 
LB-Medium 1 % Trypton oder Pepton 7,0 
0,5 % Hefeextrakt 
85,55 mM NaCl 
2xYT-Medium 1,6 % Trypton 7,0 
1 % Hefeextrakt 
85,55 mM NaCl 
SOC-Medium 2 % Trypton 7,0 
0,5 % Hefeextrakt 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
 autoklavieren, danach hinzufügen: 
10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 
20 mM Glukose 
Autoinduktionsmedium 33,7 mM Na2HPO4 + 2H2O  
22 mM KH2PO4 
2 % Trypton 
0,5 % Hefeextrakt 
85 mM NaCl 
 autoklavieren, danach hinzufügen: 
46,7 mM NH4Cl 
Nukleinsäuren Proteine 
Smart Ladder  
200 - 10.000 bp 
Page Ruler Prestained Protein Ladder  
10 - 170 kDa 
Eurogentec, Köln Thermo Scientific, Schwerte 
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Medium Inhaltsstoffe pH Wert 
2 mM MgSO4 
0,6 % Glycerol 
0,05 % Glukose 
0,2 % Laktose 
LB-Agar (für Platten)  1,7 % Agar in LB-Medium  
aufkochen, nach dem Abkühlen bis ~50°C Antibiotika-Zugabe 
 
7.1.4 Biologisches Material und Antibiotika 
Tabelle 7-5 Genutztes biologisches Material 
Escherichia Coli – Zelllinie Anwendung Firma, Sitz 
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL Proteinexpression Agilent Technologies, Böblingen 
XL-1 blue Klonierung Agilent Technologies, Böblingen 
NEB-5α Klonierung New England BioLabs, Frankfurt a.M. 
Antibiotikum:  Ampicillin- Natriumsalz, Roth, Karlsruhe 
 
7.1.5 Häufig genutzte Reagenzien und Puffer 
Tabelle 7-6 Häufig genutzte Reagenzien und Puffer 
Reagenzien und Puffer Inhaltsstoffe pH Wert 
DNA-Probenpuffer für Agarosegele 50 % Glycerol ~8 
1 mM EDTA 
0,25 % Bromphenolblau 
0,25 % Xylencyanol 
MOPS-Gelfiltrationspuffer (GFP) 
(1x Aggregationspuffer) 
50 mM MOPS-Puffer 6,5 
50 mM NaCl 
0,1 mM EDTA 
Phosphatpuffer (Na2HPO4 + NaH2PO4) 100 mM Phosphat 8 
1x SDS-Probenpuffer 62,5 mM Tris/HCl 6,8 
10 % Glycerol 
2 % SDS-SL (0,1 g/ml) 
5 % Mercaptoethanol 
0,1 M DTT 
Spatelspitze 
Bromphenolblau 
10x SDS-Laufpuffer 250 mM Tris ~8,5 
1,92 M Glycin 
1 % SDS 
1x TAE-Elektrophoresepuffer 40 mM Tris/Acetat 8,5 
20 mM Eisessig 
2 mM EDTA  
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7.2 Methoden 
Allgemeine mikrobiologische Arbeiten (Sterilisationstechniken, Kultivierung von Agar- und 
Flüssigkulturen, Behandlung mikrobiologischer Abfälle etc.) erfolgten entsprechend 
etablierter Techniken und werden hier nicht gesondert dargestellt.  
 
7.2.1 Molekularbiologische Methoden, Tau-Protein Mutagenese 
Mit den im Folgenden erläuterten Methoden wurden in der cDNA des Tau-Proteins (2N3R- 
und 2N4R-Isoform) gezielte Basenaustausche durchgeführt, um den Effekt der Thiolgruppe 
am Cystein auf die Aggregationsneigung untersuchen zu können.  
 
7.2.1.1 PCR-gerichtete in-vitro Mutagenese 
Zum einen wurde das Quick Change® Multi Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent 
Technologies, Stratagene Products Devision, Waldbronn) mit unphosphorylierten Primern 
und zum anderen wurde eine Methode ohne Kit mit Hilfe der Phusion-Polymerase mit 
phosphorylierten Primern für die in-vitro Mutagenese genutzt. Die zweite Methode war 
erfolgreicher als die erste. Da aber beide Methoden für die Mutagenese genutzt wurden und 
zu mutierten Plasmiden führten, werden im Folgenden auch beide beschrieben. 
Als Ausgangsplasmide dienten prkTau2N3R und prkTau2N4R, welche freundlicherweise von 
M. Goedert (Cambridge) zur Verfügung gestellt wurden (siehe Abbildung 12-1 
Ausgangsplasmide). Die benutzten phosphorylierten und unphosphorylierten Primer mit den 
jeweiligen Sequenzen für die Stratagene und die eigene Methode sind in der Tabelle 7-7 
aufgeführt. 
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Tabelle 7-7 Primer-Sequenzen für die Tau-Protein-Mutagenese 
Primer Sequenz 
Cys291 (tgt) zu Ser (tct) 
35bp: 
 
a) TauCys291Ser-F ACGTCCAGTCCAAGTCTGGCTCAAAGGATAATATC 
b) TauCys291Ser-R GATATTATCCTTTGAGCCAGACTTGGACTGGACGT 
I260 (atc) zu Cys (tgc) 36bp:  
a) TauIle260Cys-F AGAATGTCAAGTCCAAGTGCGGCTCCACTGAGAACC 
b) TauIle260Cys-R 
c) TauIle260Cys-Rb 
GGTTCTCAGTGGAGCCGCACTTGGACTTGACATTCT 
TCAGGTCTGGCATGGGCACGGG 
C322 (tgt) zu Ser (agt) 31bp:  
a) TauCys322Ser-F GGTGACCTCCAAGAGTGGCTCATTAGGCAAC 
b) TauCys322Ser-R 
c) TauCys322Ser-Rb 
GTTGCCTAATGAGCCACTCTTGGAGGTCACC  
TTGCTCAGGTCAACTGGTTTGTAGAC 
In den Klammern befindet sich der genutzte genetische Code. Die rote Schrift steht für die mutierte Sequenz. 
Abk.: F forward Primer, R reverse Primer, Cys Cystein, Ser Serin, Ile Isoleucin, bp Basenpaare 
Num.: a) und b) Methode nach Stratagene 
  a) und c) eigene Methode 
 
a. Quick Change® Multi Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene) 
In dieser Methode wurden komplementäre forward und reverse Primer genutzt. Die Primer 
lagerten sich an die denaturierte DNA an. Die Verlängerung wurde durch die Pfu-Turbo DNA 
Polymerase in 5’3’ Richtung katalysiert. Sie verlängerte die Primer, die die mutierte 
Sequenz enthielten, zu einem neuen DNA-Strang. Es wurde ein zirkuläres Plasmid 
amplifiziert, welches aber auf jedem Strang einen Einzelstrangbruch trug. Wurden diese 
Fragmente in E.Coli-Zellen transformiert, haben bestimmte bakterielle Reperaturenzyme die 
Einzelstrangbrüche ausgebessert. Vor der Transformation wurde ein Dpn1-Verdau und eine 
Gelextraktion durchgeführt, um die unmutierte Ausgangsplasmid-DNA abzubauen. 
Die Amplifikationsvorschrift ist der Tabelle 7-8 zu entnehmen. 
 
 Thermale Amplifikation: 
In der Polymerase-Kettenreaktion wurde sich an das Protokoll von Stratagene gehalten, es 
gab nur vereinzelt Abweichungen. In der Tabelle 7-8 ist der PCR-Ansatz beschrieben. Die 
Ansätze wurden auf Eis pipettiert und dann in den auf 95°C vorgeheizten Thermocycler (PCR 
Flexcycler) überführt. In der Tabelle 7-9 sind die PCR-Bedingungen aufgeführt, wobei die 
Schritte 2 bis 4 30 Mal durchlaufen wurden. 
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Tabelle 7-8 PCR-Komponenten der Methode nach Stratagene 
Komponente [µl] im Ansatz Endkonzentration  
Template/ Ausgangsplasmid (prk2N3R oder prk2N4R) 4 80 ng 
Primer forward 1,25 62,5 ng 
Primer reverse 1,25 62,5 ng 
10x Reaktionsmix 2,5  
dNTP-Mix 0,5  
Pfu-Polymerase 0,5  
A.d. (Aqua ad iniectabilia) 15  
Gesamtvolumen 25  
 
Tabelle 7-9 PCR-Bedingungen der Methode nach Stratagene 
Stufe Temperatur [°C] Dauer [min] 
1. Initialisierung 95 1 
2. Denaturierung 95 1 
3. Anlagerung 55 1 
4. finale Synthese 65 4  
(2 min/kb Plasmid) 
5. Lagerung 4 ∞ 
 
b. Eigene Methode mit der Phusion Polymerase und phosphorylierten Primern 
Polymerase: Phusion® Hot Start II DNA Polymerase 
Die Primer, die in dieser Methode genutzt wurden, waren am 5’-Ende phosphoryliert und in 
dem Template nicht überlappend aneinander angeschlossen. Nach der PCR wurde eine 
Ligation durchgeführt, wobei die Enden der linearen PCR-Produkte aneinander geknüpft 
wurden. 
Die Verlängerung der Primer wurde katalysiert durch die Phusion® Hot Start II DNA 
Polymerase. 
 
 Phosphorylierung der Primer: 
Enzym: T4 Polynukleotid-Kinase (PNK), Thermo Scientific, Schwerte 
Puffer:  10x PNK-Puffer, Thermo Scientific, Schwerte 
Vor der PCR-Reaktion wurden die synthetischen Primer mittels der T4 Polynukleotidkinase 
am 5’-Ende mit Hilfe von ATP phosphoryliert. Hierbei wurde die γ-ständige Phosphatgruppe 
vom ATP auf die freie 5‘-Hydroxylgruppe der DNA übertragen. In der Tabelle 7-10 ist der 
Reaktionsansatz aufgeführt. Die Ansätze wurden 60 min bei 37°C inkubiert und anschließend 
10 min bei 70°C hitzeinaktiviert.  
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Tabelle 7-10 Komponenten der Primer-Phosphorylierung 
Komponente [µl] im Ansatz Endkonzentration 
A.d. (Aqua ad iniectabilia) 18  
10x PNK-Puffer 2,24  
DTT 0,11 5 mM 
PNK 0,5 5 U 
dATP 2,24 5 mM 
Primer 7  11,7 µM 
Gesamtvolumen 30,09  
 
 PCR 
Die Bedingungen der PCR richteten sich nach der Polymerase und den Primern. In der 
Tabelle 7-11 ist der PCR-Ansatz beschrieben. Er wurde auf Eis pipettiert und anschließend in 
den 95°C warmen PCR-Flexcycler überführt. Die Tabelle 7-12 zeigt die PCR-Bedingungen 
dieser Methode. Die Stufen 2 bis 4 wurden 30 Mal wiederholt. 
 
Tabelle 7-11 PCR-Komponenten der eigenen Methode 
Komponente [µl] im Ansatz Endkonzentration 
Template/ Ausgangsplasmid  
(prkTau2N3R oder prkTau2N4R) 
1 20 ng 
Primer forward phosphoryliert 1 0,5 µM 
Primer reverse B 1 0,5 µM 
Phusion 5x HF-Puffer 10 1x 
dNTP-Mix 1  200 µM 
Phusion-Polymerase 0,5 0,02 U/µl 
A.d. (Aqua ad iniectabilia) 37  
Gesamtvolumen 51,5  
 
Tabelle 7-12 PCR-Bedingungen der eigenen Methode 
 
 
 
 
 
 
Nach dem Dpn1-Verdau und der Gelextraktion wurde die Ligation durchgeführt.  
 
 Ligation: 
Enzym: T4 DNA Ligase, New England BioLabs, Frankfurt a.M. 
Puffer:  T4 DNA Ligase Reaction Buffer, New England BioLabs, Frankfurt a.M. 
Stufe Temperatur [°C] Dauer [min] 
1. Initialisierung 98 1:00 
2. Denaturierung 98 0:10 
3. Anlagerung 68 0:15 
4. Synthese 72 2:40 
5. finale Synthese 72 7:30 
6. Lagerung 4 ∞ 
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Die DNA-Ligase verknüpft DNA-Stränge durch Phosphodiesterbindungen zwischen einem 
5’-Phosphatrest und einer 3’-Desoxyribose. Es entsteht ein ringförmiges DNA-Molekül 
(Plasmid), welches anschließend in Bakterien transformiert werden kann. Hier wurde die 
T4-DNA-Ligase benutzt, welche ATP und Mg2+-Ionen benötigt. In der Tabelle 7-13 ist der 
Ligationsansatz beschrieben. Er wurde eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
 
Tabelle 7-13 Komponenten der DNA-Ligation 
Komponente [µl] im Ansatz 
Eluat (aus der Gelextraktion) 12,5 
T4 DNA Ligase Reaction Buffer 1,5 
T4 DNA Ligase 0,75 
Gesamtvolumen 14,75 
 
7.2.1.2  DpnI-Verdau 
Enzym: DpnI (1.000U) , New England BioLabs, Frankfurt a.M. 
Um die unmutierte Ausgangs-DNA zu eliminieren, war es notwendig, einen DpnI-Verdau 
durchzuführen. Viele Bakterienstämme haben die Fähigkeit ihre Plasmid-DNA zu 
methylieren. Synthetisch hergestellte DNA besitzt hingegen keine Methylierung. DpnI 
erkennt und schneidet spezifisch die methylierten Templates an der Erkennungssequenz, 
somit werden sie abgebaut. Übrig bleiben die mutierten Fragmente, die keine 
Erkennungssequenz für das Enzym DpnI haben.  
Zu 25 µl PCR-Endprodukt wurde 1 µl DpnI gegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert.  
 
7.2.1.3  Agarose-Gelelektrophorese  
(Methode nach Adkins und Burmeister 1996) 
Die Agarose-Gelelektrophorese kam zum Einsatz um DNA-Fragmente nach ihrer 
Molekülgröße zu trennen und zu charakterisieren. Es wurden 0,8 und 1 %-ige Gele 
verwendet, mit Fragmentlängen-Trennbereichen von 0,5 bis 10 kb. Ähnlich wie bei der SDS-
PAGE wird das Gel als dreidimensionale Struktur gesehen. Größere Moleküle können 
aufgrund von Siebeffekten die Gelmatrix weniger schnell durchlaufen als kleinere.  
Zunächst wurde die Agarose eingewogen und in 1x TAE-Puffer verdünnt. Das Gemisch 
wurde in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Lösung klar war. Nach Abkühlen auf ~50°C 
wurden 0,5 µg/ml Ethidiumbromid zugegeben und die Mixtur in eine horizontale Gießform 
mit Kamm gegossen. Es musste sichergestellt werden, dass sich im Gel keine Luftblasen 
befinden. Ethidiumbromid färbt DNA an und macht sie unter UV-Licht sichtbar. Sobald das 
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Gel ausgehärtet war, konnte es in die Gelelektrophoresekammer (mit 1x TAE gefüllt) 
überführt werden. Um die Dichte der Proben zu erhöhen, wurde 1:10 DNA-Probenpuffer 
hinzugegeben. Die Probenauftrennung geschah bei 120V. 
 
7.2.1.4  Gelextraktion 
Kit: QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden 
Zum Eliminieren von Verunreinigungen, z.B. durch Primerreste, wurde eine Gelextraktion 
durchgeführt.  
Zu den PCR-Produkten wurden 10 µl DNA-Probenpuffer gegeben, alles auf ein 0,8 %-iges 
Agarose Gel aufgetragen und bei 120 V aufgetrennt.  
Unter einer UV-Lampe wurden die PCR-Produkte mit einer sauberen Rasierklinge 
ausgeschnitten, in ein 2 ml Gefäß gegeben und abgewogen. 
Die weiteren Schritte richteten sich nach den Beschreibungen des Gelextraktions-Kits (siehe 
Tabelle 7-14). Die Zentrifugationsschritte wurden jeweils 1 min bei 10.000 g (Ausnahmen 
extra beschrieben) in der Mikrozentrifuge durchgeführt. 
 
Tabelle 7-14 Arbeitsschritte der Gelextraktion 
Arbeitsschritt Volumenangabe 
1) 3fache Menge (bezogen auf das Gelgewicht) QG-
Puffer zugeben 
z.B. auf 400 mg Gewicht 
1,2 ml QG-Puffer 
2) 10 min bei 50°C inkubieren, das Gel löst sich 
langsam auf 
 
3) einfache Menge (bezogen auf das Gelgewicht) 
Isopropanol zugeben 
z.B. auf 400 mg Gewicht 
400 µl Isopropanol 
4) in mehreren Portionen auf Qiagen Spin-Säulen 
geben, zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 
jeweils 700 µl Volumen 
5) Spin-Säule mit QG-Puffer waschen, zentrifugieren, 
Durchfluss verwerfen 
1x 500 µl 
6) PE-Puffer auf Spin-Säule geben, zentrifugieren, 
Durchfluss verwerfen 
1x 750 µl, 1x 250 µl 
7) 1x trocken zentrifugieren, anschließend Spin-Säule 
auf ein neues 1,5ml Gefäß geben 
 
8) EB Puffer auf Spin-Säule geben, 2 min bei 10.000 g 
zentrifugieren 
1x 30 µl, 1x 20 µl 
9) im Durchfluss befindet sich das Plasmid  
 
7.2.1.5 Nukleasen-vermittelter Kontrollverdau 
Enzyme:  NdeI (20.000 U), New England BioLabs, Frankfurt a.M. 
  EcoRI-HF (20.000 U), New England BioLabs, Frankfurt a.M. 
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Puffer:  NEBuffer 4, New England BioLabs, Frankfurt a.M. 
Restriktionsendonukleasen erkennen eine bestimmte Sequenz auf der DNA und können dort 
Phosphodiesterbindungen spalten und die DNA schneiden oder abbauen. Es entstehen DNA-
Fragmente. Sie können mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert werden. Durch die 
entstandene Bandengröße kann beurteilt werden, ob das richtige Plasmid amplifiziert wurde. 
In diesem Fall wurde ein Doppelverdau mit den Enzymen NdeI und EcoRI-HF durchgeführt. 
Nach allgemeinem Protokoll werden 1 U Enzym eingesetzt, um in einer Stunde 1 µl DNA zu 
spalten. Da aber durch Verunreinigungen und nicht optimale DNA-Konzentrationen die 
Effizienz der Enzyme beeinträchtig werden kann, wurden hier auf 800 ng Plasmid-DNA 5 U 
Enzym eingesetzt. Die Tabelle 7-15 zeigt den Verdauansatz im Allgemeinen und im 
Speziellen, angewendet auf die gewählten Enzyme. Auf den Plasmidkarten (siehe Abbildung 
12-1 Ausgangsplasmide) sind die verwendeten Enzyme rot unterlegt. 
Nach 1,5- bis 2-stündiger Inkubation bei 37°C wurden die Proben mit DNA-Probenpuffer 
versetzt, auf ein 1 %-iges Agarose-Gel aufgetragen und in eine Elektrophoresekammer 
überführt. Das Bandenmuster entschied über die Korrektheit und Reinheit des Plasmids. 
Es sollten 2 spezifische Banden erkennbar sein:  
- 2N3R-Isoform: Vektorrest 2536 bp und Insert 1350 bp 
- 2N4R-Isoform: Vektorrest 2536 bp und Insert 1443 bp 
 
Tabelle 7-15 Komponenten des Restriktionsendonukleasenverdaus 
Ansatz allgemein: Ansatz speziell: 
Enzym 1 (20.000 U) 0,25 µl NdeI 0,25 µl 
Enzym 2 (20.000 U) 0,25 µl EcoRI-HF 0,25 µl 
Puffer 1,5 µl NEBuffer4 1,5 µl 
A.d. (Aqua ad iniectabilia) 6 µl 
Gesamtvolumen 8 µl + 800 ng Plasmid-DNA 
 
7.2.1.6  Transformation chemisch kompetenter Zellen  
(nach der Calciumchlorid-Methode) 
Die kompetenten Zellen (XL-1 blue oder NEB5-α) wurden auf Eis aufgetaut. Zu 100 µl 
Zellen wurden 100 ng des Plasmids gegeben, vorsichtig durchmischt und 30 min auf Eis 
inkubiert. Zum Aufbrechen der Zellmembran wurden die Ansätze einem Hitzeschock 
unterzogen, wobei sie 45 sec in ein 42°C warmes Wasserbad gelegt und danach 3 min auf Eis 
gestellt wurden. Schließlich wurde die 4-fache Menge SOC-Medium hinzugegeben. Um die 
Ausbildung der Antibiotikaresistenz zu fördern, wurde der Ansatz 1 h schüttelnd bei 37°C 
Materialien und Methoden 
27 
inkubiert. Schließlich wurden 100 µl des Transformationsansatzes auf LB-Agar-
Selektionsplatten ausplattiert. Zum Bewachsen wurden die Platten ü.N. bei 37°C inkubiert. 
Die Plasmide besaßen ein Ampicillinresistenzgen (β-Lactamase). Die Agarplatten wurden mit 
Ampicillin (100 µg/ml Endkonzentration) gegossen. Dadurch sind nur Klone gewachsen, die 
das Plasmid aufgenommen hatten. 
 
7.2.1.7 Kolonie-PCR-Screening 
Enzym:  Dream-Taqtm Master-Mix, Thermo Scientific, Schwerte 
Von den ü.N. bewachsenen LB-Platten wurden wenige Klone mit Hilfe einer sterilen 
Pipettenspitze aufgenommen und in einen PCR-Ansatz überführt. Die PCR-Bedingungen 
wurden an das Primerpaar angepasst.  
Die Taq-Polymerase führte die Verlängerung der Primer durch. In der Tabelle 7-17 ist der 
PCR-Ansatz aufgeführt und in der Tabelle 7-18 die PCR-Bedingungen. Die Stufen 2 bis 4 
wurden 35 Mal wiederholt. 
Die Ansätze wurden nach der PCR direkt auf ein 1 %-iges Agarose-Gel aufgetragen, bei 
120 V aufgetrennt und nach der Ethidiumbromid-Färbung mit der Gel-Imaging-Station 
aufgenommen. 
Waren DNA-Moleküle in einer Bande mit der korrekten Größe im Gel zu sehen, konnte eine 
größere Kultur des Klons (vor der Screen-PCR abgenommen und in LB-Medium mit 
Ampicillin 1:1000 aufgehoben) angeimpft werden. Es folgte eine Mini-Plasmid-Präparation. 
 
Tabelle 7-16 Primer-Sequenzen des Kolonie-PCR-Screenings 
Primer Sequenz 
ht233_screenF CCCAAGAAGGTGGCAGTGGTC 
prkR AAGACCCGTTTAGAGGCCCCA 
 
Tabelle 7-17 PCR-Komponenten des Kolonie-PCR-Screenings 
Komponente [µl] im Ansatz Endkonzentration 
Dream-Taq MM 9 µl  
A.d. (Aqua ad iniectabilia) 9 µl  
ht233-screenF (50 mM) 0,15 µl 0,42 µM 
prkR (50 mM) 0,15 µl 0,42 µM 
Gesamtvolumen 18,3 µl  
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Tabelle 7-18 PCR-Bedingungen des Kolonie-PCR-Screenings 
 
 
 
 
 
 
7.2.1.8 Präparation von Plasmid-DNA 
Kit:   QIAprep® Spin Miniprep, Qiagen, Hilden 
Mit dieser Methode konnten 30 µl hochwertiger Plasmid-DNA (ca. 10-20 µg) aus E.Coli-
Übernachtkulturen gereinigt werden. Das Prinzip besteht aus der alkalischen Lyse, dem 
Proteinpräzipitationsschritt mit anschließender Zentrifugation (bakterielles Genom und 
bakterielle Proteine werden eliminiert), dem zweiten Reinigungsschritt über eine Silica-
Membran (DNA bindet an Silica durch hydrophobe Wechselwirkung, verbleibende Proteine 
werden eliminiert) und der folgenden Elution. 
Die Vorgehensweise richtete sich nach den Angaben des Herstellers und ist in der Tabelle 
7-19 beschrieben. Die Zentrifugationsschritte wurden, wenn nicht extra beschrieben, an der 
Mikrozentrifuge bei höchster Drehzahl (13.000 g) 40 sec durchgeführt. 
 
Tabelle 7-19 Arbeitsschritte der Plasmid-DNA-Präparation 
Arbeitsschritt Volumenangabe 
1) Kulturen in 20 ml Tubes umfüllen, zentrifugieren (10 min, 4°C, 
2.500 g, Zentrifuge 3-30 K) 
 
2) Pellet in P1 resuspendieren bis keine Zellklumpen mehr sichtbar 
sind, in 2 ml Gefäße umfüllen 
500 µl P1 
3) P2 hinzugeben, Gefäß vorsichtig drehen bis die Mixtur viskös ist 
(Lysereaktion) 
500 µl P2 
4) N3 Puffer zugeben, Trübung ist zu beobachten 750 µl N3 
5) zentrifugieren (10 min, RT, 13.000 g)  
6) Mixtur in QIAprep Säulen überführen, zentrifugieren, Durchfluss 
verwerfen 
 
7) QIAprep Säule mit PE Puffer waschen, zentrifugieren, Durchfluss 
verwerfen 
1x 750 µl PE,  
1x 250 µl PE 
8) Trockenzentrifugation  
9) mit EB Puffer eluieren, zentrifugieren (2 min, RT, 13.000 g) 1x 40 µl EB,  
1x 20 µl EB 
 
Stufe Temperatur [°C] Dauer [min] 
1. Initialisierung 95 3:00 
2. Denaturierung 95 0:30 
3. Anlagerung 57 0:30 
4. Synthese 72 1:00 
5. finale Synthese 72 7:00 
6. Lagerung 16 ∞ 
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7.2.1.9  Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Plasmid-DNA 
Es wurde die Konzentration und die Reinheit der Plasmid-Eluate am Nanodrop 
Spectrophotometer bestimmt. Die Absorption wurde bei 260 und 280 nm gemessen, wobei 
der Elutionspuffer (EB) den Leerwert bildete. Die Reinheit der Plasmide konnte durch den 
Quotienten aus 260 und 280 nm bestimmt werden. Ein Wert von 1,8 bedeutete eine hohe 
Reinheit. Werte über 2,0 deuteten auf eine Verunreinigung durch vorhandene RNA und/oder 
denaturierte DNA hin, Werte unter 1,8 auf Verunreinigungen durch Proteine. 
Zuerst wurde das Spectrophotometer mit 5 µl A.d gewaschen und anschließend 2 µl EB-
Puffer zur Leerwertbestimmung aufgetragen. Danach wurden jeweils 2 µl jeder Probe 
gemessen.  
 
7.2.1.10  DNA-Sequenzierung  
(Methode nach Sanger et al. 1977) 
Um die Nukleotidabfolge in den gereinigten Plasmiden zu bestimmen, wurde eine DNA-
Sequenzierung durchgeführt. Dies geschah am IZKF Leipzig (Interdisziplinäres Zentrum für 
Klinische Forschung, Core Unit DNA Technologien unter der Leitung von PD Dr. Kurt 
Krohn, Liebigstraße 21, 04103 Leipzig) nach der Didesoxymethode nach Sanger (genutztes 
Kit: Thermo Sequenase II Dye Terminator Cycle Sequencing Premix Kit, GE Healthcare, 
Chalfont St Giles, England).  
Zu den Nukleotiden wurden fluoreszenz-markierte Didesoxynukleosidtriphosphate gegeben. 
Die Amplifikation geschah linear mit nur einem Primer. Die farbigen ddNTPs wurden ab und 
zu in einen Strang eingebaut, wodurch es zu einem Abbruch der Synthese kam. Der 
Polymerase fehlte in diesem Fall die 3’-Hydroxygruppe für die Verknüpfung mit der 
Phosphatgruppe des nächsten Nukleotids. Somit war das fluoreszenz-markierte ddNTP das 
letzte Nukleotid einer Kette. Mit Hilfe der Elektrophorese konnten die entstandenen 
Fragmente aufgetrennt und analysiert werden. 
Für die Sequenzierung wurde 1 µg Plasmid benötigt. Die Primer-Sequenzen sind der Tabelle 
7-20 zu entnehmen.  
 
Tabelle 7-20 Primer-Sequenzen der DNA-Sequenzierung 
Primer Sequenz 
prkF GCGAGGCAGGATCTCGATCC 
prkR siehe Tabelle 7-16 
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Stimmte die Sequenz zu 100% mit der geplanten Plasmidsequenz überein, wurde die 
Reinigung des Proteins durchgeführt.  
 
7.2.2  Proteinbiochemische Methoden 
7.2.2.1  Tau-Proteinreinigung 
Tabelle 7-21 Zusätzlich genutzte Reagenzien und Puffer der Tau-Protein-Reinigung 
Reagenzien und Puffer Inhaltsstoffe pH Wert 
Dialysepuffer 5 mM MOPS-Puffer 7,0 
0,1 mM EDTA 
0,1 mM PMSF 
50 mM NaCl 
Lysepuffer 50 mM Tris/HCl 7,4 
5 mM EDTA 
 unmittelbar vor der Verwendung kommt hinzu: 
1 mM PMSF 
0,1 mM DTT 
MES-Gelfiltrationspuffer 50 mM MES 6,5 
50 mM NaCl 
0,1 mM EDTA 
 unmittelbar vor der Verwendung kommt hinzu: 
0,2 mM PMSF 
0,1 mM DTT 
Aktivierte 
Phosphocellulose 
0,05 % Natriumazid 6,85 
 
Zusätzlich genutzte Geräte: 
Incubator Shaker Series 25  New Brunswick Scientific/ Eppendorf, Hamburg 
Multifuge 3L-R    Heraeus, Bitterfeld-Wolfen 
Sorwall® Combi Plus Ultrazentrifuge  Kendro Laboratory Products, Hanau 
Virsonic cell disruptor, Model 16-850 SP Scientific, Warminster, England 
Wasserkocher     Siemens, Berlin 
 
1. Transformation 
(Methode bereits unter 7.2.1.6 beschrieben)  
Für die Tau-Protein-Reinigung wurden BL-21-Zellen genutzt. Sie gehören zu einem BL-21-
E.Coli-Zellstamm, der besonders gut für die Proteinexpression geeignet ist, da ihm endogene 
Proteasen fehlen. 
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a. Zellen kultivieren, Proteinexpression anregen, 1. Variante: mit IPTG 
3 l Kulturmedium (2xYT) wurden mit Ampicillin (100 µg/ml Endkonzentration) versetzt. Die 
Bakterienkolonien auf den Agarplatten wurden mittels 2 ml 2xYT-Medium (Ampicillin 
100 µg/ml zugefügt) abgetragen und in einem 50 ml Falcon-Gefäß vereinigt. Die Platte wurde 
noch einmal mit 2 ml Medium gespült und ins Gefäß überführt. Nach gründlichem 
Durchmischen wurde der Inhalt des Falcon-Gefäßes gleichmäßig auf 3 Kolben mit jeweils 1 l 
Medium aufgeteilt. Danach wurde mittels UV-Photometer die optische Dichte (600 nm, 1 cm 
Strahlengang) eines Kolbens gegen den Leerwert (2xYT mit 100 µg/ml Ampicillin) 
gemessen. Meist lag die zu Beginn gemessene OD bei 0,05. Schließlich wurden die Kolben 
solange bei 37°C und 160 rpm geschüttelt, bis die OD bei 0,8 lag. 
Dann kam es zur IPTG-Zugabe (1 ml einer 500 mM SL auf 1 l Zellkultur). IPTG sorgt dafür, 
dass die rekombinanten Proteine exprimiert werden, deren Gene unter dem Einfluss des lac-
Operons stehen. Indem IPTG an den lac-Repressor bindet, wird das lac-Operon aktiviert und 
die Proteinexpression angeregt. (Yansura und Henner 1984) 
Nach 3 h Inkubationszeit bei 37°C wurden die Kulturen 12 min bei 4400 g und 4°C 
zentrifugiert. Die Pellets wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur 
Weiterverarbeitung eingefroren. 
 
b. Zellen kultivieren, Proteinexpression anregen, 2. Variante: mit Autoinduktion 
Durch das spezielle Medium können die Zellen zur Proteinexpression angeregt werden. 
Solange Glukose vorhanden ist, nehmen die Zellen in ihrer Dichte zu. Erst wenn sie 
verbraucht ist, beginnen die Zellen Laktose zu verstoffwechseln und starten damit die 
Proteinexpression. Die Vorteile dieser Methode bestehen im Erreichen höherer Zelldichten 
und im flexibleren Induktionszeitpunkt. (Studier 2005) 
Mit jeweils einem Klon auf der Agar-Platte wurde eine 20 ml Vorkultur mit 
Autoinduktionsmedium und 100 µg/ml Ampicillin angeimpft und 6 h bei 37°C schüttelnd 
inkubiert. Dann wurde die Vorkultur auf 3x 1 l Kolben mit Autoinduktionsmedium und 
100 µg/ml Ampicillin aufgeteilt und ü.N. bei 33°C weiter schüttelnd inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurde die optische Dichte gemessen. War die OD größer als 1,2, wurde die Kultur 
bei 4.400 rpm und 4°C für 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 
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2. Zelllyse 
Die Bakterienpellets aus 1 l Kultur wurden in 10 ml Lysepuffer (mit DTT und PMSF) auf Eis 
resuspendiert, in ein 50 ml Falkon-Gefäß überführt und noch einmal mit 4 ml Lysepuffer 
gespült. DTT schützt vor Oxidation und PMSF wirkt als Serin-Proteaseinhibitor (Richter 
2003). 
Zum Zellaufschluss wurden pro 10 ml Zelllysat, 2 mg Lysozym und 1,6 ml 10 % Triton-X100 
gegeben, woraufhin das Zelllysat viskös wurde. Lysozym baut die Zellwand der Bakterien ab 
(Richter 2003), während Triton-X Proteine aus der Membran löst (Triton™ X-100, Sigma-
Aldrich).  
Zum weiteren Aufschluss wurden die Zellen 1 min auf Position 30 ultraschallbehandelt. Um 
die Viskosität zu verringern und somit eine gute Weiterarbeit zu ermöglichen, wurden pro 
20 ml Lysat 5 µl Benzonase®- Endonuklease hinzugegeben. Die Endonuklease schneidet 
DNA und RNA und baut sie dadurch ab. 
Dann wurden die Zellen 2 h bei 4°C rotierend inkubiert und anschließend 40 min bei 20.000 g 
und 4°C zentrifugiert. 
 
3. Aufreinigung mit DEAE-Sepharose und Phosphocellulose 
Es erfolgte die erste und zweite Reinigung über die DEAE-Sepharose. Dabei werden vor 
allem bakterielle Proteine mit niedrigem pI gebunden, das Tau-Protein bindet nicht an die 
DEAE-Matrix.  
Der Überstand nach der Zentrifugation wurde in ein Falcon-Gefäß mit DEAE-Sepharose 
gegeben, 1 h bei 4°C rotierend inkubiert und 10 min bei 5.000 g und 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand enthielt das Tau-Protein und wurde in ein neues Zentrifugengefäß mit DEAE-
Sepharose gegeben. Es folgte eine weitere Stunde rotierender Inkubation bei 4°C. Nach 
erneuter 10-minütiger Zentrifugation bei 5.000 g und 4°C wurden alle Überstände in einem 
sauberen Kolben vereinigt und anschließend, zur 3. Reinigung, über eine Phosphocellulose-
Matrix laufen gelassen. Die Phosphocellulose bindet die Tau-Proteine über ionische 
Wechselwirkung. Das Tau-Protein konnte später mittels NaCl eluiert werden. 
 
4. Elution, SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Färbung 
Es wurde in aufsteigender Konzentration mit NaCl eluiert (0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,4 M, 0,5 
M, 0,8 M) und die Fraktionen gesammelt. Anschließend wurden 50 µl Eluat von jedem 
Durchfluss entnommen. Die Proben wurden 1:1 in SDS-Probenpuffer verdünnt und mittels 
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SDS-PAGE und einer anschließenden Coomassie-Färbung auf die Anwesenheit des Tau-
Proteins überprüft.  
 
5. Ammoniumsulfatfällung 
Diese auch unter „Aussalzen“ bekannte Methode gelingt aufgrund der Störung der 
Hydrathülle, welche die Proteine umgibt. Salzionen lagern sich zunächst an freie 
Wassermoleküle an. Danach ziehen die Salze auch die Wassermoleküle ab, die an der 
Proteinhülle angelagert sind. Als Folge dessen kommt es zur Präzipitation der Proteine. 
Anschließend können die Proteine in einem Zentrifugationsschritt pelletiert werden. 
Die Fraktionen, die das Tau-Protein enthielten, wurden gesammelt und ü.N. bei 4°C mittels 
einer 60 %-igen Ammoniumsulfatlösung gefällt.  
 
6. Ultra-Zentrifugation 
Die mit Ammoniumsulfat gefällten Eluate wurden 45 min bei 100.000 g und 4°C 
ultrazentrifugiert. Das Tau-Protein befand sich danach im Pellet und wurde in 2 ml MES-
Gelfiltrationspuffer resuspendiert.  
 
7. Hitzedenaturierung 
Schließlich wurden Complete Proteaseinhibitor Cocktail und 0,5 % β-Mercaptoethanol 
hinzugefügt. Das Mercaptoethanol schützt das Protein vor Oxidation (Richter 2003). 
Anschließend wurde die Probe 10 min gekocht und 10 min bei 2.000 g und 4°C zentrifugiert. 
Das Tau-Protein ist, im Gegensatz zu vielen anderen bakteriellen und eukaryotischen 
Proteinen, hitzestabil und befand sich daher im Überstand.  
 
8. Größenausschlusschromatographie 
Das Ziel der Größenausschlusschromatographie ist die Abtrennung von Tau-Aggregaten und 
Tau-Bruchstücken von regulären Tau-Proteinen. 
Nachdem die Sephacryl-S300-Säule mit MES-Gelfiltrationspuffer equilibriert wurde, konnte 
die Probe in einen 5 ml loop überführt und auf die Säule gepumpt werden. Die 
Absorptionsmessung erfolgte bei 214 nm. Die Fraktionen wurden in 2 ml-Gefäßen gesammelt 
und 20 µl Proben 1:1 in SDS-Probenpuffer zur anschließenden Kontroll-Elektrophorese 
verdünnt. 
FPLC-Bedingungen: 5 ml loop, 10 ml Injektionsvolumen, 0,5 ml/min Flussrate, 200 ml 
Elutionsvolumen, 2 ml Fraktionsgröße, 0,5 MPa Drucklimit  
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9. SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Färbung, Aufkonzentrierung 
Proben der einzelnen FPLC-Fraktionen wurden aufbereitet, um sie in einem 8 %-igen SDS-
Gel aufzutrennen und anschließend mittels Coomassie zu färben. Die Fraktionen mit dem 
höchsten und saubersten Tau-Gehalt wurden vereinigt und mit der Ultrafiltrationskammer 
(Amicon 8010) und der Polyethersulfon-Membran (cutoff 30 kDa) aufkonzentriert, bis die 
gewünschte Proteinkonzentration erreicht war. Moleküle mit einem Molekulargewicht kleiner 
als 30 kDa konnten die Poren der Membran passieren, während größere Proteine durch die 
Membran zurückgehalten wurden. 
 
10. Dialyse 
Die Dialyse diente dem Entfernen von Salzsubstanzen und zum Pufferaustausch. Kleinere 
Moleküle können den Dialyseschlauch passieren, wobei größere Moleküle (> 10 kDa) 
zurückgehalten werden. (Degerli und Akpinar 2001) 
Das Tau-Protein wurde in einen Dialyseschlauch gefüllt und ü.N. bei 4°C gegen 
Dialysepuffer unter leichtem Rühren dialysiert. 
Am nächsten Tag wurde das Tau vorsichtig aus dem Schlauch pipettiert. Die 
Absorptionsmessung bei 280 nm erfolgte am Nanodrop-Gerät. Dieser Schritt diente zum 
internen Vergleich der verschiedenen Tau-Reinigungen. Eine genaue 
Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte später mittels Fluram. 
Schließlich wurde das gereinigte Tau-Protein aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
 
7.2.2.2  Fluram-Messung zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehalts wurde eine Fluoreszenzmessung mit Hilfe 
des Farbstoffes Flurescamin (Fluram) durchgeführt. Nach der kovalenten Reaktion mit 
primären Aminogruppen in den Proteinen wird das farblose Flurescamin in sein stark 
fluoreszierendes Derivat umgewandelt. 
Die Proben der gereinigten Proteine wurden in DPBS verdünnt (1:20, 1:100, 1:500).  
Wurden FPLC-Fraktionen untersucht, führte man durch die schon vorhandene hohe 
Verdünnung der Proben keine Vorverdünnung mehr durch. Die Fraktionen wurden direkt im 
Ansatz eingesetzt. Zusammen mit Phosphatpuffer wurde alles in eine 96-well-Platte (FIA-
Platte schwarz, non binding) pipettiert (Ansatz siehe Tabelle 7-22).  
Als Proteinstandard diente BSA in DPBS in aufsteigenden Konzentrationen (0 mg/ml, 
0,00125 mg/ml, 0,0125 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml).  
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Nach Zugabe von 50 µl Fluram (3 mg in 10 ml Aceton) wurde die Platte 7 min im Dunkeln 
inkubiert. Die Messung erfolgte am Berthold Reader bei einer Anregung von 355 nm, 
Emission von 480 nm und Lampenenergie von 5000. 
Zur Auswertung wurde die BSA-Eichkurve graphisch dargestellt und sowohl die 
Regressionsgleichung, als auch das Bestimmtheitsmaß R² ermittelt. R² ist ein statistischer 
Wert für den erklärten Anteil der Varianz einer Variablen Y. Liegt dieser Wert bei 1 herrscht 
ein perfekter linearer Zusammenhang, bei 0 herrscht kein Zusammenhang. 
Auf der Abszissenachse wurde die BSA-Konzentration abgetragen und auf der 
Ordinatenachse die gemessene Fluoreszenz. 
Die Geradengleichung wurde nach dem X-Wert umgestellt. Für Y wurde der jeweilige 
Fluram-Messwert des Proteins eingesetzt. Der errechnete Wert musste mit der eingesetzten 
Verdünnung multipliziert werden um die endgültige Proteinkonzentration zu erhalten. 
 
Tabelle 7-22 Komponenten der Proteinkonzentrationsmessung mittels Fluram 
Komponente [µl] im Ansatz 
Verdünnung der Proben in 1x DPBS oder FPLC-Fraktion 80 
Phosphatpuffer 100 mM, pH 8,0 20 
Fluram, 3 mg/10 ml Aceton 50 
Gesamtvolumen 150 
 
7.2.3  Tau-Protein-Aggregation und Nachweis 
Tabelle 7-23 Zusätzlich genutzte Reagenzien und Puffer der Tau-Protein-Aggregation 
Reagenzien und Puffer Inhaltsstoffe pH 
Wert 
Coomassie Entfärbelösung 1 50% Methanol  
10% Essigsäure 
Coomassie Entfärbelösung 2 10% Methanol  
5% Essigsäure 
Coomassie Färbelösung 50% Methanol  
10% Essigsäure 
0,1% Coomassie Brilliant Blau R-250 
Na-Carbonatpuffer 0,1 M 9,6 
Polyacrylamid-Sammelgel 13,3% 30%-ige Acrylamid-SL 6,8 
0,1% SDS 
125 mM Tris/HCl, pH 6,8 
0,2% Temed 
0,2% APS 
Polyacrylamid-Trenngel 27% 30%-ige Acrylamid-SL (für 8%iges Gel) 8,8 
0,1% SDS 
375 mM Tris/HCl, pH 8,8 
0,08% Temed 
Materialien und Methoden 
36 
Reagenzien und Puffer Inhaltsstoffe pH 
Wert 
0,08% APS 
10x TBS 0,5 M Tris 7,4 
1,5 M NaCl 
1x TBS-T 1x TBS 7,4 
0,05% Tween-20 
Verdünnungspuffer 0,1% BSA in TBS-T 7,4 
 
7.2.3.1 Tau-Protein-Aggregationsansatz 
Die Tau-Aggregationsansätze (Tabelle 7-24) wurden auf Eis unter dem Abzug pipettiert und 
bei 37°C inkubiert.  
 
Tabelle 7-24 Komponenten des Tau-Protein-Aggregationsansatzes 
Komponente Funktion Endkonzentration im 
Ansatz 
MOPS-
Puffer 
Puffersubstanz, hält den pH Wert während der 
Inkubation stabil, pH 6,5 
50 mM 
NaCl hält das Protein in Lösung 50 mM 
100 mM 
EDTA Chelatbildner, hemmt Metalloproteasen 0,1 mM 
AEBSF Serinproteaseinhibitor 1 mM 
Heparin induziert die Aggregation 0,4 mg/ml 
Redoxmittel induziert oder inhibiert die Aggregation veränderlich 
Tau-Protein  veränderlich 
 
7.2.3.2  Quantifizierung der Aggregation mittels Thioflavin S 
Eine Quantifizierung der Tau-Aggregation erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenz-
Farbstoffgemisches Thioflavin S (ThS). ThS bindet an Amyloid-Fibrillen und an Tau-
Filamente, nicht aber an Monomere. Dadurch kommt es zu einer Konformationsänderung und 
zur Zunahme der Fluoreszenz, welche im Berthold Fluoreszenzmessgerät bestimmt werden 
kann. (LeVine 1999) 
Es wurden Aggregationsansätze und FPLC-Fraktionen untersucht. 
Die Ansätze wurden in 96-well-Mikrotiterplatten pipettiert und anschließend 7 min im 
Dunkeln inkubiert. Die Anregungswellenlänge betrug 430 nm, die Emission 535 nm und die 
Lampenenergie 5000. 
Die Auswertung erfolgte tabellarisch und in einer graphischen Darstellung, wobei auf der 
Abszissenachse die Aggregationszeit in h und auf der Ordinatenachse die gemessene 
Fluoreszenz abgetragen wurde. Zumeist wurden die Experimente in Einfachbestimmung 
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durchgeführt und mehrmals wiederholt. Die typischen Aggregationsverläufe über die Zeit 
waren somit verlässlich. 
Bei den Experimenten mit verschiedenen Redoxmitteln wurde außerdem die prozentuale 
Aggregationsförderung ermittelt und graphisch dargestellt. Den Grundwert für die 
Berechnung bildete stets der Messwert des Aggregationsansatzes mit Heparin und Tau, ohne 
Redoxmittel.  
 
Tabelle 7-25 Komponenten des Aggregationsansatzes zum Nachweis der Tau-Protein-Aggregation mittels ThS 
Komponente [µl] im Ansatz 
Aggregationsansatz + 1x MOPS-Puffer 
oder FPLC-Fraktion  
2 + 98 
oder 80 
1:5000 ThS (100 mM in DMSO) in 1x MOPS-Puffer 20 
Gesamtvolumen 120 (Aggregationsansatz) 
oder 100 (FPLC-Fraktion) 
 
7.2.3.3  Auftrennung der Proteine durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(Methode nach Laemmli 1970) 
Mit dieser Methode können Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrem 
Molekulargewicht in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden. Das SDS dient als 
Detergenz, lagert sich an Proteine an, denaturiert sie und überdeckt durch die negative Ladung 
die Eigenladung der Proteine. Dadurch werden Proteinkomplexe teilweise in ihre 
Untereinheiten aufgespalten, wobei größere Proteine im Gel zurückgehalten werden. 
Es konnte damit beurteilt werden, ob es hochmolekulare Aggregationsprodukte über den 
Monomerbanden gab, welche auf die Bildung höhermolekularer Strukturen hindeuteten. 
Zudem konnte festgestellt werden, ob die eingesetzten Proteine in etwa die gleichen 
Konzentrationen in den Ansätzen hatten. 
Zunächst wurden die Glasplatten am unteren Ende mit 1-2 %-iger Agarose abgedichtet, um 
ein Auslaufen des Gels zu verhindern. Die Glasplatten wurden durch Abstandshalter getrennt. 
Anschließend wurde das Polyacrylamid-Trenngel in die 2 Platten gegossen, mit Isopropanol 
überschichtet und für mindestens 30 min polymerisiert. Je nach Bedarf des aufzutrennenden 
Proteins wurde der Anteil des Acrylamids im Trenngel angepasst. In dieser Arbeit wurde mit 
8 %-igen und 10 %-igen Gelen gearbeitet. 8 %-ige Gele trennen Proteine von 50-200 kDa 
Größe. Proteine mit Molekulargewichten von 30-120 kDa werden durch 10 %-ige SDS-Gele 
aufgetrennt (Rehm und Letzel 2010).  
Nach abgeschlossener Polymerisation wurde das Isopropanol abgenommen und das 
Polyacrylamid-Sammelgel mit dem Probenkamm gegossen. Nach Aushärten des Gels konnte 
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der Kamm gezogen werden, wodurch die Probentaschen zum Vorschein kamen. Das Gel 
wurde nun in eine Elektrophoresekammer gestellt, welche mit 1x SDS-Laufpuffer befüllt 
wurde. Schließlich wurden die fertigen Proben (in SDS-Probenpuffer verdünnt, 5 min bei 
95°C denaturiert) und der Molekulargewichtsmarker mit Hilfe einer Hamilton-
Mikroliterspritze in die Gel-Taschen gefüllt. Gestartet wurde die elektrophoretische 
Auftrennung bei 120 V. Waren die Proben in das Trenngel übergetreten, konnte die Spannung 
auf bis zu 180 V erhöht werden.  
 
7.2.3.4  Coomassie-Proteinfärbung im SDS-Polyacrylamid-Gel 
Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R250 bindet bevorzugt an kationische und 
hydrophobe Seitenketten mit einer Nachweisgrenze von 100-50 ng und ist somit für die Tau-
Detektion geeignet (Neuhoff et al. 1988).  
Zunächst wurde das Gel für eine Minute in die Entfärbelösung 1 gelegt. Diese wurde dann 
abgegossen, woraufhin das Gel zur Färbung der Proteinbanden mit der Coomassie-
Färbelösung für 20 min schwenkend inkubiert wurde. Daraufhin wurde es in die 
Entfärbelösung 2 gelegt und solange schwenkend entfärbt, bis die Banden deutlich sichtbar 
waren. Schließlich wurde es zur weiteren Bearbeitung am Computer eingescannt. 
 
7.2.3.5  Untersuchungen der entstandenen Aggregate und Tau-Reinigung mittels 
Größenausschlusschromatographie 
(Methode nach Goke und Keim 1992; Verbeke und Verbruggen 1996) 
Mit der Gelchromatographie, auch Größenausschlusschromatographie (FPLC, fast protein 
liquid chromatography) genannt, ist eine Trennung von Analyten nach ihrer Molekülgröße 
möglich. Der Aufbau besteht aus einer stationären (Gelmatrix) und mobilen Phase 
(Laufmittel). Kleinere Moleküle können in das dreidimensionale Trägermaterial eindringen, 
wodurch sich ihre Laufzeit verlängert. Größere Moleküle laufen an der stationären Phase 
vorbei, dringen nicht in die Gelmatrix ein und werden schneller eluiert und detektiert.  
Die Detektion erfolgt über eine hochsensitive UV-Lampe, wobei die Absorption bei 214 nm 
durch die Säureamidbindungen in den Proteinen hervorgerufen wird. Die Absorption wird in 
mAU (milli absorbance units) angegeben. In der Tabelle 7-26 sind die allgemeinen 
Komponenten des FPLC-Systems und die für diese Arbeit genutzten Bestandteile aufgeführt. 
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Tabelle 7-26 Bestandteile des FPLC Systems 
Bestandteil Funktion In dieser Arbeit genutzt 
Pumpe saugt das Laufmittel an und sorgt 
für einen konstanten Fluss im 
gesamten System 
 
Injektions-loop dient zum Einspritzen der Probe, 
bevor sie auf die Säule gelangt 
nach Bedarf 500 µl bis 5 ml 
Injektions-Ventil verbindet das Laufmittel und die 
Probe im Loop mit der Säule, 
automatisiert 
 
Säule Glas- oder Plastikzylinder, der 
gefüllt ist mit der Gelmatrix 
(stationäre Phase) und dem 
Puffer (mobile Phase) 
Sephacryl-Säule mit Acrylamid als 
Polymer und 
N,N’Methylenbisacrylamid als Co-
Polymer 
Puffer nach Bedarf (DPBS, MES) 
S300-Säule: optimaler Trennbereich 
von 10 bis 1.500 kDa 
(Proteinreinigung) 
S500-Säule: optimaler Trennbereich 
~10.000 kDa 
(Aggregatuntersuchung) 
Detektoren UV-Messzelle zur Bestimmung 
der Proteinkonzentration 
214 nm 
Monitor zeigt Elutionsprofil an Software: Prime View 
Fraktionensammler erlaubt Probensammlung 
definierter Volumina zur 
weiteren Untersuchung  
2 ml Fraktionen 
 
In dieser Arbeit wurde die FPLC zur Tau-Proteinreinigung und zur Aggregatuntersuchung 
genutzt. Die Bedingungen bei der Reinigung sind unter 7.2.2.1 beschrieben.  
FPLC-Bedingungen für die Aggregatuntersuchung: 
500 µl loop, 1,5 ml Injektionsvolumen, 0,5 ml/min Flussrate, 200 ml Elutionsvolumen, 
2 ml Fraktionsgröße, 0,5 MPa Drucklimit, in DPBS 
 
7.2.3.6  Nachweis von Tau-Oligomeren mittels Sandwich-ELISA  
(Methode nach van Weemen und Schuurs 1971) 
Antikörper: Anti-Tau 8F10 (monoklonal), AJ Roboscreen, Leipzig 
Zusätzlich genutzte Chemikalien: 
Gereinigtes Tau-Oligomer (16 µg/ml) 
8F10-HRP-Konjugat, AJ Roboscreen, Leipzig 
TMB-Färbelösung, AJ Roboscreen, Leipzig  
Anti-Kaninchen-HRP (1:10000), Amersham, England 
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Der Antikörper 8F10 und der Aggregations-ELISA wurden von Dr. Lachmann und Dr. 
Holzer entwickelt und freundlicherweise von Dr. Lachmann zur Verfügung gestellt. 
 
Mit Hilfe dieses Nachweisverfahrens wurden Tau-Oligomere in einer Probe durch Antikörper 
detektiert. Das Antigen (Tau-Protein) liegt wie in einem „Sandwich“ zwischen dem primären 
(Fang-) AK und dem Detektionsantikörper (Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex) 
gebunden vor. Der sekundäre AK ist enzymmarkiert. Durch eine katalytische Umwandlung 
des Substrats in ein gefärbtes Reaktionsprodukt kann der Farbumschlag am Berthold 
Mikrotiterplatten-Messgerät bestimmt werden.  
Zunächst wurde eine 96-well-Mikrotiterplatte mit 5 µg/µl 8F10-AK in Na-Carbonatpuffer 
ü.N. in einer feuchten Kammer bei 4°C beschichtet (100 µl pro Kavität). Der 8F10-AK diente 
hier als primärer Fang-AK. 
Am nächsten Tag wurde die AK-Lösung abgenommen und jede Kavität 1 Mal mit 200 µl 
TBS-T gewaschen. Alle nachfolgenden Waschschritte wurden mit 200 µl TBS-T pro Kavität 
durchgeführt. Danach wurden unspezifische Bindungsstellen durch 0,1 %-ige 
Kaltfischgelatine und 0,5 %-iges BSA in TBS-T für eine Stunde geblockt. In der 
Zwischenzeit wurden die Proben (Antigene) und die Eichkurvenpunkte in Verdünnungspuffer 
versetzt. Nach der Stunde Inkubationszeit wurde die Platte 5x gewaschen und mit 100 µl 
Probe pro Kavität befüllt. Die Inkubation fand bei 4°C in einer feuchten Kammer ü.N. statt. 
Der nächste Schritt bestand im 5-maligen Waschen der Kavitäten. Schließlich wurden pro 
Kavität 100 µl 8F10-HRP-Konjugat 1:30 in Verdünnungspuffer aufgetragen und eine Stunde 
bei RT inkubiert. Das HRP-Konjugat diente als enzymmarkierter Detektionsantikörper, der 
gegen das gleiche Epitop des Antigens gerichtet ist wie der Fangantikörper. Somit kann dieser 
Antikörper-Enzymkomplex nur binden, wenn freie Epitope vorhanden sind. Eine solche 
Konfiguration existiert nur, wenn Tau-Proteine miteinander „verklumpt“ bzw. aggregiert sind. 
Es folgte ein 5-maliger Waschschritt. Zur Messung bei 630 nm wurden schließlich 100 µl 
Substrat (TMB-Färbelösung) pro Kavität aufgetragen und die Platte 15 bis 30 min im 
Dunkeln inkubiert. In dieser Zeit setzte die Peroxidase das Substrat zu einem gefärbten 
Reaktionsprodukt um. 
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8. Ergebnisse 
8.1 Tau-Protein Mutagenese 
Um den Einfluss der Cystein-Seitenketten auf die Tau-Dimerisierung und –Aggregation 
untersuchen zu können, wurden bei den Tau-Wildtyp-Isoformen mit 3 und 4 
Mikrotubulibindungsregionen durch ortsspezifische Mutagenesen Cysteinreste mit 
Serinresten ausgetauscht, bzw. in Position 260 eingeführt. Dadurch veränderten wir die 3- und 
4-repeat Isoformen in jeweils eine Variante ohne Cysteine, mit einem Cystein und mit beiden 
Cystein-Seitenketten. Es entstanden insgesamt 5 neue, mutierte Proteine (siehe Tabelle 8-1). 
 
 
Abbildung 8-1 Tau-Protein Sequenzen der Positionen 239 bis 358 
Lokalisation der Mikrotubulibindungsregionen (repeats, R1-R3), der Aggregationsdomänen (PHF6* und PHF6) 
und der Cystein-, bzw. Isoleucin-Reste mit der ortsspezifischen Mutagenese zu Serin, bzw. Cystein. Die 
Nummerierung erfolgte nach der längsten im humanen Gehirn vorkommenden Tau-Isoform 2N4R. 
 
Tabelle 8-1 Tau-Isoformen nach der Tau-Protein-Mutagenese 
 kein Cystein ein Cystein zwei Cysteine  
3-repeat 2N3R C322S 2N3R wt 2N3R I260C 
4-repeat 2N4R C291/322S 2N4R C291S 2N4R wt 
2N4R C322S 
Abk.: I Isoleucin, C Cystein, S Serin 
 
8.1.1 PCR-gerichtete in-vitro Mutagenese der Tau-Protein Isoform 2N3R I260C 
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Mutagenese von einer exemplarischen 
Tau-Protein Variante dargestellt. Wie unter 7.2.1.1 (PCR-gerichtete in-vitro Mutagenese) 
beschrieben, wurden zwei PCR-Verfahren angewendet, wobei die eigene Methode mit 
phosphorylierten Primern und der Phusion-Polymerase erfolgreicher war. Gezeigt wird dies 
am Protein Tau 2N3R mit einem Aminosäureaustausch der Position 260 (Isoleucin mutiert zu 
Cystein).  
Nach der Phosphorylierung des benötigten Primerpaares Tau-Ile260Cys-F und 
Tau-I260CrevB wurde der PCR-Ansatz auf Eis pipettiert und in den vorgeheizten 
Thermocycler überführt. Als Matrizenstrang diente das prkTau2N3R-Plasmid. Nach 
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durchgelaufener PCR wurde die methylierte Ausgangs-DNA mit Dpn1 verdaut. Danach 
wurden die Ansätze mit DNA-Probenpuffer versetzt und auf ein 0,8 %-iges Agarose-Gel 
aufgetragen (Abbildung 8-2). 
 
 
Abbildung 8-2 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, PCR-Produkte vor und nach der Gelextraktion 
A Banden im Agarose Gel vor der Gelextraktion  
B nach dem Ausschneiden der DNA-Banden 
51,5 µl PCR-Produkt + 10 µl DNA-Probenpuffer, 0,8 %-iges Agarose-Gel 
Die genaue Größenordnung der Markerbanden ist der Abbildung 7-1 zu entnehmen. 
 
Nach der Gelextraktion mit dem QIAquick Gel Extraction Kit wurde die Ligation zur 
Verknüpfung der DNA-Stränge mit der T4-Ligase durchgeführt. Danach kam es zur 
Transformation in NEB5-α-Zellen. Nach dem Bewachsen der Agarplatten ü.N. wurde ein 
Kolonie-PCR-Screening angesetzt. Mehrere Klone einer Platte wurden für die PCR 
ausgewählt und mit dem Dream-Taqtm Master-Mix, A.d und den Primern vermischt. Von 
jedem PCR-Ansatz wurden 2 µl in 2xYT-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin überführt und 
bis zum späteren Beimpfen einer größeren Kultur bei 37°C gelagert. 
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Abbildung 8-3 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, Kolonie-PCR-Screening 
5 µl PCR-Produkt aus dem Dream-Taqtm-PCR-Ansatz, 1 %-iges Agarose-Gel 
Die genaue Größenordnung der Markerbanden ist der Abbildung 7-1 zu entnehmen. 
 
Wie aus der Abbildung 8-3 ersichtlich wird, enthielten alle Klone die Tau-cDNA. Hier 
wurden die Klone 2, 3, 5 und 6 zum Animpfen einer 13 ml Kultur für die Mini-Plasmid-
Präparationen genutzt, um Plasmid-DNA zur Sequenzierung zu gewinnen. 
Nach der Mini-Plasmid-Präparation ergab die DNA-Messung am Spektrophotometer folgende 
Ergebnisse: 
 
Tabelle 8-2 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, DNA-Messung nach der Mini-Plasmid-Präparation  
Klon Quotient aus 260/280 nm Konzentration [ng/µl] 
2 2,01 130,6 
3 1,96 130,7 
5 2,01 137,7 
6 1,98 147,5 
 
Anschließend wurden alle Klone für einen analytischen Kontrollverdau mit den Enzymen 
Nde1 und EcoR1-HF genutzt, um die cDNA aus dem Plasmid freizusetzten. Aufgrund des 
spezifischen Bandenmusters konnte eingeschätzt werden, ob das richtige Plasmid gereinigt 
wurde.  
 
Ergebnisse 
44 
 
Abbildung 8-4 Tau 2N3R I260C- Mutagenese, Kontrollverdau mit NdeI und EcoRI-HF 
8 µl Verdau-MM + 800 ng Plasmid DNA, 2 h bei 37°C inkubiert, 2 µl DNA-Probenpuffer hinzugefügt, 1 %-iges 
Agarose-Gel 
Es sind die 2 spezifischen Banden mit dem Vektorrest (2536 bp) und dem Insert (1350 bp) sichtbar. 
Die genaue Größenordnung der Markerbanden ist der Abbildung 7-1 zu entnehmen. 
 
Nachdem die Banden im Gel als korrekt befunden wurden, wurden die Proben zum 
Sequenzieren gegeben. Die Sequenz stimmte zu 100 % mit der gewünschten Plasmid-
Sequenz überein, also war die Mutation im Plasmid enthalten. 
 
8.1.2 Tau 2N3R I260C -Proteinreinigung 
Für die Transformation in BL-21-Zellen wurde in diesem Fall das Plasmid aus dem Klon 2 
genutzt (131 ng/µl). Auf 100 µl Zellen wurden 3µl Plasmid gegeben (entspricht etwa 390 ng 
Plasmid pro 100 µl Zellen).  
Nach dem Bewachsen der Agarplatten wurde mit den Zellen eine Flüssigkultur angesetzt 
(3 l). Nachdem in der hier beschriebenen Tau-Reinigung die OD der Zellen auf 0,772 
gestiegen war, kam es zur IPTG-Injektion. Nach 3-stündiger Proteinexpression wurden die 
Zellkulturen in der Multifuge zentrifugiert. Anschließend wurden die Pellets in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
Die nächsten Schritte bestanden in der Zelllyse und der anschließenden Aufreinigung der 
Proteine mittels DEAE-Sepharose und einer Phosphocellulose-Matrix. Die Tau-Proteine 
banden an die Phosphocellulose-Matrix und konnten mittels NaCl eluiert werden.  
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Anschließend wurde eine SDS-PAGE zur Kontrolle durchgeführt. Damit konnten die 
einzelnen Arbeitsschritte hinsichtlich ihres Protein-Reinheitserfolges überprüft werden. Es 
wurde beurteilt, ob die Anzahl der verunreinigten Proteinbanden in den aufeinander folgenden 
Reinigungsschritten abnahm. Die damit verbundene Abnahme der anderen bakteriellen 
Proteine galt als Reinheitsindiz für das Tau. Nach der Elektrophorese und Proteinfärbung mit 
Coomassie Brilliant Blau wurde definiert, welche NaCl-Eluate das Tau-Protein enthielten und 
für die Ammoniumsulfatfällung verwendet werden sollten. 
 
 
Abbildung 8-5 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, 1. Kontrolle mittels SDS-PAGE 
Die Proben der einzelnen Schritte wurden 1:1 in SDS-PP verdünnt (50 µl Probe + 50 µl SDS-PP). Davon 
wurden 20 µl auf ein 8 %-iges SDS-Gel aufgetragen. Danach folgte die Färbung mit Coomassie. 
Legende:  1 Lysepellet 
2 Lyseüberstand 
3 DEAE-Reinigung Nr. 1 Pellet 
4 DEAE-Reinigung Nr. 1 Überstand 
5 DEAE-Reinigung Nr. 2 Pellet 
6 DEAE-Reinigung Nr. 2 Überstand 
7 Durchfluss durch die Phosphocellulose-Matrix 
8 Elution mit 0,1 M NaCl Nr. 1; 9 Elution mit 0,1 M NaCl Nr. 2 
10 Elution mit 0,2 M NaCl Nr. 1; 11 Elution mit 0,2 M NaCl Nr. 2 
12 Elution mit 0,3 M NaCl Nr. 1; 13 Elution mit 0,3 M NaCl Nr. 2 
14 Elution mit 0,4 M NaCl Nr. 1; 15 Elution mit 0,4 M NaCl Nr. 2 
16 Elution mit 0,5 M NaCl Nr. 1; 17 Elution mit 0,5 M NaCl Nr. 2; 
18 Elution mit 0,5 M NaCl Nr. 3; 19 Elution mit 0,5 M NaCl Nr. 4 
20 Elution mit 0,5 M NaCl Nr. 5; 21 Elution mit 0,5 M NaCl Nr. 6 
22 Elution mit 0,5 M NaCl Nr. 7 
23 Elution mit 0,8 M NaCl Nr. 1; 
Die genaue Größenordnung der Markerbanden ist der Abbildung 7-1 zu entnehmen. 
 
Die Pellet-Proben (siehe Abbildung 8-5 Bahnen 3 und 5) sollten frei von Tau-Proteinen sein. 
Im Gel sind dennoch Tau-Banden zu erkennen. Durch Ungenauigkeiten bei der Abnahme des 
Überstandes nach der Zentrifugation kann es sein, dass einige Tau-Proteine in der Pellet-
Probe verblieben sind.  
Im Gel ist gut zu erkennen, dass die Überstand-Proben stets mehr Tau-Protein-Banden 
enthielten. Im Durchfluss durch die Phosphocellulose-Matrix sind nur wenige Banden 
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sichtbar, was bedeutet, dass das Tau gut gebunden hat. Die Abnahme der Gesamtanzahl der 
Banden ist ebenfalls erkennbar. Dies spricht für eine ausreichende Reinheit der einzelnen 
Schritte. 
Sehr gut differenzierbare Tau-Banden waren in den Elutionsproben 17-19 mit 0,5 M NaCl zu 
detektieren. Sie wurden vereinigt und ü.N. mit Ammoniumsulfat bei 4°C unter leichtem 
Rühren gefällt. Insgesamt waren es 3 Fraktionen mit jeweils 7,5 ml Volumen, also wurden 
8,12 g Ammoniumsulfat hinzugegeben (entspricht einer 60 %-igen Lösung bei 0°C).  
Nach der Fällung wurde die Probe ultrazentrifugiert. In dem Pellet befand sich das Tau-
Protein, welches dann für die weitere Aufreinigung in der FPLC-Säule vorbereitet wurde.  
Das Pellet wurde in 2-3 ml MES-Puffer resuspendiert. Zu dem Mix wurde anschließend 50x 
Complete Proteaseinhibitor (1:10) und ß-Mercaptoethanol (0,5 %) gegeben. Nach 10 min 
Kochen bei 95-100°C wurde die Probe bei 2000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen, in ein neues Gefäß gegeben und über die FPLC-Säule gereinigt. 
Die Abbildung 8-6 zeigt das Elutionsprofil. Es ist ein deutlicher Peak zu erkennen, dessen 
Höhe über der Detektionsgrenze der Säule liegt. 
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Abbildung 8-6 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Elutionsprofil nach FPLC 
FPLC-Bedingungen: 214 nm, S300-Säule, 5 ml Loop, 10 ml Injektionsvolumen, 0,5 ml/min, Elutionsvolumen 
180 ml, 2 ml Fraktionen in MES-Puffer 
x-Achse: schwarz: durchgelaufenes Volumen in ml 
rot: Fraktionen à 2 ml 
y-Achse: blau: Absorption bei 214 nm in mAU 
Durch eine Sättigung des Detektors liegt das Absorptionsmaximum über der Detektionsgrenze. 
 
Anschließend wurde festgelegt, welche Proben für die SDS-PAGE (Kontrollschritt 2) in  PP 
verdünnt werden sollten. In diesem Fall waren es die Fraktionen 25 bis 40. Die Fraktionen mit 
der saubersten Proteinmenge wurden danach vereinigt und mit der Ultrafiltrationskammer und 
der Polyethersulfon-Membran aufkonzentriert. 
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Abbildung 8-7 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, 2. Kontrolle mittels SDS-PAGE 
Die FPLC-Fraktionen wurden 1:1 in SDS Probenpuffer verdünnt (50 µl Probe + 50 µl SDS-PP). Davon wurden 
20 µl auf ein 8 %-iges SDS-Gel aufgetragen. Anschließend erfolgte die Färbung mit Coomassie. 
Die genaue Größenordnung der Markerbanden ist der Abbildung 7-1 zu entnehmen. 
 
Die saubersten und stärksten Tau Banden zeigten die Fraktionen 30 bis 35. Diese wurden 
vereinigt, aufkonzentriert und ü.N. bei 4°C dialysiert. Im Gel (Abbildung 8-7) ist gut zu 
erkennen, dass das Protein sehr rein war. Es wurden keine anderen bakteriellen Proteine mehr 
angefärbt. 
Die Protein-Konzentrationsmessung bei 280 nm gegen Dialysepuffer ergab eine OD von 0,72. 
Die Proteine wurden schließlich aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
bei -80°C bis zur weiteren Nutzung gelagert.  
 
8.1.3 Tau 2N3R I260C-Proteinkonzentrationsmessung mittels Fluram 
Um den quantitativen Proteingehalt der gereinigten mutierten Isoform zu ermitteln, wurde die 
Proteinbestimmung mit Flurescamin (Fluram) durchgeführt. Die Proben wurden 1:100 und 
1:500 in 1x DPBS verdünnt. Die Messung erfolgte wie unter 7.2.2.2 (Fluram-Messung zur 
Bestimmung von Proteinkonzentrationen) beschrieben und erbrachte die in der Tabelle 8-3 
aufgeführten Ergebnisse. 
 
Tabelle 8-3 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Messergebnisse der Fluram-Proteinkonzentrationsbestimmung  
 
 
 
 
 
 
 
Verdünnung Messwerte  
[mg/ml]/100, bzw. 
[mg/ml]/500 
[mg/ml]  
2N3R I260C 
1:100 
42800 
43415 0,063 6,26 
5,83 
44030 
1:500 
11180 
9640 0,011 5,41 
8100 
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Tabelle 8-4 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Messergebnisse der Eichkurve zur 
Proteinkonzentrationsbestimmung 
BSA [mg/ml] Messwerte  
0 
4980 
4470 
3960 
0,00125 
4060 
3895 
3730 
0,0125 
9140 
9000 
8860 
0,025 
17930 
17160 
16390 
0,05 
34510 
34935 
35360 
0,1 
70450 
69785 
69120 
0,2 
140110 
132520 
124930 
 
 
Abbildung 8-8 Tau 2N3R I260C- Proteinreinigung, Graphik der Eichkurve zur 
Proteinkonzentrationsbestimmung 
Zusätzlich aufgeführt sind die Geradengleichung (y) und das Bestimmtheitsmaß (R²). 
 
Die Proteinproben wurden 1:100 und 1:500 auf eine Microwellplatte in Doppelbestimmung 
aufgetragen. Die Konzentration des Proteins wurde mit der Geradengleichung der Eichkurve 
(Tabelle 8-4, Abbildung 8-8) ermittelt. Aufgrund der vorherigen Verdünnung musste dieser 
Wert mit 100, bzw. 500 multipliziert werden. Die finale Proteinkonzentration ergibt sich aus 
dem Mittelwert ( ) dieser beiden errechneten Werte. Somit hatte das Protein Tau2N3R I260C 
eine Endkonzentration von 5,83 mg/ml. 
 
8.2 Vortests zur Aggregationsuntersuchung 
In den Vortests zur Tau-Aggregation ging es hauptsächlich darum, die idealen Bedingungen 
für die in-vitro Aggregationsexperimente herauszufinden. Dazu gehörten die Höhe des 
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Salzgehaltes im Ansatz und die Untersuchungen verschiedener Heparine. Des Weiteren wurde 
ein alternativer Nachweis von Tau-Aggregaten in den Aggregationsansätzen mittels eines 
8F10-ELISAs getestet.  
 
8.2.1 Auswirkungen der Salzkonzentration im Aggregationsansatz 
Folgende Aggregationsansätze wurden zusammengestellt, um die Auswirkung des 
Salzgehalts auf die Tau-Aggregation zu untersuchen: 
 
Tabelle 8-5 Komponenten des Aggregationsansatzes zur Ermittlung der Auswirkung der Salzkonzentration auf 
die Tau-Aggregation 
Komponente [µl] im Ansatz Endkonzentration 
Tau 2N4R wt 40 157,4 µM 
Heparin  
(Heparin Sodium, VWR, Darmstadt) 
5 0,4 mg/ml 
AEBSF  0,5 1 mM 
NaCl  2,5 50 mM 
100 mM 
MOPS-Puffer 
+ EDTA 
2,3 50 mM 
0,1 mM 
Gesamtvolumen 50,3  
 
Die Messung des Aggregationsfortschrittes erfolgte über 24h mittels eines ThS Assays. Die 
Auftrennung der Filament-, Oligomer- und Monomerfraktionen wurde mit Hilfe der 
Größenausschlusschromatographie bei einem Aggregationszeitpunkt von 24h erreicht. 
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Abbildung 8-9 Auswirkung der Salzkonzentration auf die Aggregation von Tau 2N4R im ThS Assay 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-5 pipettiert. Die ThS Fluoreszenz-Messung in 
Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 0,5h, 1h, 1,5h, 3h, 
4,5h, 6h, 24h. 
Für die Graphik wurde der Leerwert von den Messwerten abgezogen.  
 
 
Abbildung 8-10 Auswirkung der Salzkonzentration auf die Aggregation von Tau 2N4R im Elutionsprofil nach 
FPLC 
50 µl Aggregationsansatz (siehe Tabelle 8-5) nach 24-stündiger Aggregation 
x-Achse: durchgelaufenes Volumen in ml 
y-Achse: Absorption bei 214 nm in mAU 
FPLC-Bedingungen: 214 nm, S300-Säule, 500 µl ml Loop, 1,5 ml Injektionsvolumen, 0,5 ml/min, 
Elutionsvolumen 180 ml, in DPBS 
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In der Abbildung 8-9 ist zu erkennen, dass es mit niedriger konzentriertem Salzgehalt im 
Aggregationsansatz schneller zu höheren Fluoreszenzwerten kam. Unterschiede waren vor 
allem am Beginn der Messung (bis 4,5h) stark ausgeprägt.  
Die Abbildung 8-10 zeigt die Auftrennung in Filamente, Oligomere und Monomere nach 24-
stündiger Inkubation mittels Größenausschlusschromatographie. Auch hier wird deutlich, dass 
es mit niedrigerem Salzgehalt schneller zur Filamentbildung kam. In dem Fall waren keine 
Oligomere mehr detektierbar. Bei dem Hochsalz-Aggregationsansatz fiel der Filament-Peak 
kleiner aus, jedoch gab es einen noch deutlich erkennbaren Oligomer-Peak. 
Daraufhin haben wir uns entschieden, in zukünftigen Experimenten die Aggregation mit einer 
50mM NaCl-Konzentration durchzuführen. In diesem Fall war eine gute und schnelle Tau- 
Aggregation (mit Heparin und ohne Redoxmittel) gewährleistet. Die im Folgenden 
beschrieben Aggregationsansätze richten sich, wenn nicht anders erwähnt, nach dem 
Niedrigsalz-Aggregationsansatz (Tabelle 8-5). 
 
8.2.2 Untersuchungen verschiedener Heparine und Hyaluronsäure 
Hyaluronsäure (HA) und Heparin haben ähnliche molekulare Eigenschaften. Beide Stoffe 
sind körpereigene Glykosaminoglykane, welche aus langkettigen Polysacchariden mit negativ 
geladenen Seitenketten bestehen. HA ist Bestandteil der extrazellulären Matrix, fungiert dort 
v.a. als Schmiermittel und Wasserspeicher. Heparin besitzt im Körper v.a. die Aufgabe der 
Gerinnungshemmung. Es ist durch seine Sulfatierung stärker negativ geladen (siehe 
Abbildung 8-11). (Rassow 2008) 
 
 
Abbildung 8-11 Vergleich der molekularen Strukturen von Hyaluronsäure und Heparin * 
A: Hyaluronsäure  
B: Heparin  
Beide Stoffe bestehen aus langkettigen Polysacchariden. Sie unterscheiden sich nur in ihren Seitenketten. 
 
Heparin hat seine Rolle als Aggregationsinduktor bereits in vielen Experimenten unter 
Beweis gestellt. Nun sollte untersucht werden, ob Hyaluronsäure ähnliche 
aggregationsinduzierende Eigenschaften besitzt. Hierfür wurden die Aggregationsansätze 
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entsprechend der Tabelle 8-5 pipettiert und anstatt Heparin Hyaluronsäure eingesetzt. Ein 
aggregationsfördernder Effekt war aber mit keiner der eingesetzten Konzentrationen an 
Hyaluronsäure (0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM) messbar (Daten hier nicht aufgeführt). 
 
Des Weiteren sollte herausgefunden werden, ob verschiedene Heparine unterschiedliche 
Eignungen als Aggregationsindukor haben und welches Heparin aufgrund seiner 
individuellen aggregationsstimulierenden Wirkung (Schnelligkeit und Höhe der 
Filamentbildung) gut geeignet war. Zur Auswahl standen folgende Heparine: 
(1) Heparin lithium salt from porcine intestinal mucosa, Sigma-Aldrich, Hamburg 
(2) Heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa, Sigma-Aldrich, Hamburg 
(3) Heparin sodium salt, AppliChem, Darmstadt 
(4) Heparin Natriumsalz, Roth, Karlsruhe 
(5) Heparin sodium, BDH (bisher genutzt) 
Alle Heparine wurden auf 4 mg/ml verdünnt. Die Aggregationsansätze wurden entsprechend 
der Tabelle 8-5 behandelt und im ThS Assay und der chromatographischen Auftrennung nach 
24h analysiert. 
 
 
Abbildung 8-12 Untersuchung verschiedener Heparine mit Tau 2N4R wt im ThS Assay 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-5 pipettiert. Die ThS Fluoreszenz-Messung in 
Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0,2h, 1h, 3h, 20h, 24h. 
Für die Graphik wurde der Leerwert von den Messwerten abgezogen.  
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Wie der Abbildung 8-12 zu entnehmen ist, gab es kaum messbare ThS-
Fluoreszenzunterschiede zwischen den einzelnen Heparinen. Näheren Aufschluss sollte 
deshalb die chromatographische Auftrennung ergeben. 
 
 
Abbildung 8-13 Untersuchung verschiedener Heparine mit Tau 2N4R wt, Elutionsprofil nach FPLC 
50 µl Aggregationsansatz (siehe Tabelle 8-5, 50mM NaCl) nach 24-stündiger Aggregation 
x-Achse: durchgelaufenes Volumen in ml 
y-Achse: Absorption bei 214 nm in mAU 
FPLC-Bedingungen: 214 nm, S300-Säule, 500 µl ml Loop, 1,5 ml Injektionsvolumen, 0,5 ml/min, 
Elutionsvolumen 180 ml, in DPBS, Fluram-verstärkt (6 mg/10 ml Aceton) 
 
In der Abbildung 8-13 sind deutlichere Unterschiede zwischen den einzelnen Heparinen zu 
erkennen. Es gab unterschiedlich hohe Filament-, Oligomer- und Monomer-Peaks.  
Für die Aggregationsuntersuchungen war es wichtig ein Heparin zu nutzen, welches weder zu 
schnell noch zu viel Filament bildet. Es sollte ein Elutionsprofil entstehen, bei dem nach 24-
stündiger Aggregation ein ausgeglichenes Bild zwischen Monomeren, Oligomeren und 
Filamenten herrschte. Das war beim „Heparin sodium salt“ der Firma AppliChem der Fall. 
Zusammen mit den Ergebnissen des ThS Assays wurde entschieden, für zukünftige Versuche 
dieses Heparin in einer Endkonzentration von 0,4 mg/ml im Ansatz zu nutzen. 
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8.2.3 Tau-Oligomer-Nachweis mittels Sandwich-ELISA 
Die Filamentbildung der unterschiedlichen Tau-Isoformen in Verbindung mit Heparin als 
Aggregationsinduktor kann gut mit dem Fluoreszenzfarbstoff ThS beurteilt werden. Eine 
weitere Detektionsmöglichkeit des Tau-Proteins bietet der von unserem Labor mitentwickelte 
8F10-ELISA. Mit Hilfe des monoklonalen 8F10-Antikörpers ist eine spezifische und sensitive 
Detektion von aggregiertem Tau möglich.  
Es wurden 25 µl Ansätze vorbereitet, wobei zum einen Heparin zugegeben wurde, zum 
anderen A.d.. Es wurden die zwei humanen Isoformen Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt, die 
Cystein-Mutationen 2N3R C322S, 2N3R I260C, 2N4R C291S, 2N4R C322S und 2N4R 
C291/322S und als Positivkontrolle Tau2N4R ∆K280 genutzt. Tau2N4R ∆K280 ist eine Tau-
Mutation, die als besonders aggregationsfreudig gilt, da das Lysin an der Stelle 280 deletiert 
ist. 2N4R wt-Tau und die 4-repeat Tau-Proteine mit Mutationen wurden auf 1,15 mg/ml 
verdünnt, 2N3R wt-Tau und die 3-repeat Tau-Proteine mit Mutationen hatten eine 
Ausgangskonzentration von 1,0 mg/ml. Somit entsprachen die verschiedenen Proteine in etwa 
der gleichen Stoffmenge. Die Tabelle 8-6 zeigt eine Übersicht zu den Aggregationsansätzen. 
 
Tabelle 8-6 Komponenten des Aggregationsansatzes zum Tau-Oligomernachweis mittels Sandwich-ELISA 
Komponente [µl] im Ansatz Endkonzentration 
Tau 2N3R wt und Tau 2N3R-Mutationen 
Tau 2N4R wt und Tau 2N4R-Mutationen 
19,8 18,37 µM 
19,78 µM 
Heparin oder A.d. 2,5 0,4 mg/ml 
AEBSF  0,25 1 mM 
NaCl  2,5 50 mM 
MOPS-Puffer 
+ EDTA 
1,2 50 mM 
0,1 mM 
Gesamtvolumen 25  
 
Die Ansätze wurden bis zu 96h bei 37°C inkubiert. In regelmäßigen Abständen (nach 0h, 5h, 
24h und 96h) wurde 1 µl jedes Ansatzes entnommen, in 1 ml DPBS verdünnt, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden an 
diesen Zeitpunkten auch ThS-Messungen durchgeführt. 
Für den ELISA wurden die Proben auf Eis aufgetaut und ein weiteres Mal verdünnt. Die 
Ansätze ohne Heparin wurden 1:10 und die Proben mit Heparin 1:30 mit Verdünnungspuffer 
(TBS-T + 0,1 % BSA) vermischt. Zusammen mit den Eichkurvenpunkten wurden die Proben 
in die Kavitäten der zuvor mit 8F10-AK beschichteten ELISA-Platte (ELISA-Platte, 
microlon, 96 well, high binding) gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. 
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Am nächsten Tag erfolgte die Messung der Tau-Oligomere (mittels 8F10-AK, monoklonal). 
Zur Berechnung der Oligomer-Konzentration in ng/ml wurde der gemessene Wert, nachdem 
der Leerwert abgezogen wurde, als y-Wert in die Geradengleichung der Eichkurvenpunkte 
eingesetzt. Der erhaltene x-Wert stand für die jeweilige Konzentration. Die Eichkurve ist in 
der Abbildung 8-14 sichtbar. 
 
 
Abbildung 8-14 Tau-Oligomernachweis im Sandwich-ELISA mit dem 8F10 AK, Tau-Oligomer-Eichkurve 
Zusätzlich aufgeführt sind die Geradengleichung (y) und das Bestimmtheitsmaß (R²). 
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Abbildung 8-15 Tau-Oligomernachweis im Sandwich-ELISA mit dem 8F10 AK 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-6 pipettiert. 
A: ohne Heparin 
B: mit Heparin 
Die Messung erfolgte in Einzelbestimmung nach 0h, 5h, 24h, 96h und 168h. Der Leerwert wurde von den 
Messwerten abgezogen. 
Pro Kavität wurden 5 µg/ml 8F10 AK als Beschichtungs-AK eingesetzt. Als Detektions-AK diente 8F10-HRP-
Konjugat. Nach 20-minütiger Inkubation mit TMB-Färbelösung erfolgte die Messung des Farbumschlages bei 
630nm. Die Tau-Oligomerkonzentration wurde mit der Eichkurve (Abbildung 8-14) ermittelt und graphisch 
abgetragen. 
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In der Abbildung 8-15 sind die Messergebnisse des 8F10-ELISAs graphisch dargestellt.  
Zwei der eingesetzten Proteine (2N4R C291S und 2N4R ∆K280) wiesen ohne Heparin nach 
einer 5- und 24-stündigen Inkubationszeit höhere Oligomer-Konzentrationen auf, welche sich 
jedoch nach längerer Aggregationszeit erniedrigten. Mit Heparinzugabe war deutlich zu 
erkennen, dass die als besonders aggregationsfreudig geltende Isoform 2N4R ∆K280 
vergleichsweise viele Aggregate gebildet hatte, bereits  ab einer 5-stündigen 
Aggregationszeit. Nur die Tau 2N4R wt-Isoform zeigte ebenfalls Anzeichen für eine 
Proteinaggregation. Bei den restlichen Proteinen wurden nur wenige Oligomere detektiert.  
Der Nachweis der Tau-Oligomere durch den ELISA funktionierte nur für einzelne Tau-
Proteine. Die Messwerte waren sehr inhomogen und nicht aussagekräftig. Als 
Vergleichsmethode wurde ein ThS Assay von den gleichen Proben durchgeführt, um das 
Ausmaß der Tau-Aggregation zu überprüfen. 
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Abbildung 8-16 Nachweis von β-Faltblattstrukturen im Tau-Protein mittels ThS Assay 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-6 pipettiert. 
A: ohne Heparin 
B: mit Heparin 
Die ThS Fluoreszenz-Messung in Doppelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) erfolgte an den folgenden 
Zeitpunkten: nach 0, 1h, 5h, 25h, 96h. Die Standardabweichung wurde als Fehlerbalken aufgetragen. 
Für die Graphik wurde der Leerwert von den Messwerten abgezogen.  
 
Das ThS Assay ergab, dass einige Proteine im Verlauf der 96-stündigen Inkubationszeit 
aggregierten und bei anderen Isoformen keine Aggregatbildung nachweisbar war. Vor allem 
bei den 4-repeat Mutationen wurden höhere ThS-Fluoreszenzen detektiert (∆K280, C322S, 
C291S). Die beiden Wildtyp-Isoformen aggregierten nur geringfügig.  
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Im Vergleich zum 8F10-ELISA fielen große Abweichungen bei den Isoformen 2N4R C322S 
und 2N4R C291S auf. Im ELISA waren bei ihnen kaum Oligomere nachweisbar, im ThS 
Assay zeigten diese Proteine u.a. die höchsten ThS-Fluoreszenz-Signale. Der 8F10-ELISA 
war aufgrund der Inhomogenität der Messwerte in diesem Falle nicht gut für eine Analyse der 
Aggregate geeignet.  
Besseren Aufschluss ergab die Messung mittels ThS. Auch hier war bei einigen Tau-
Proteinen keine Aggregation nachweisbar, dennoch zeigten v.a. die 4-repeat Mutationen die 
typischen Aggregationsverläufe. Es kam zu einem Fluoreszenzanstieg bis zu einer 
Inkubationszeit von 96h.  
Es lässt sich zusammenfassen, dass die Detektion des aggregierten Tau-Proteins mittels 
Sandwich-Elisa nicht zuverlässig war. Die Unterschiede der Messwerte waren innerhalb der 
einzelnen Proben zu stark ausgeprägt.  
Auch weitere Bemühungen, den 8F10-ELISA als Assay zur Detektion der Tau Aggregation 
von rekombinant hergestellten Tau-Proteinen zuverlässig zu gestalten, scheiterten (weitere 
Messergebnisse hier nicht aufgeführt). Es gab bei keiner der Messreihen zufriedenstellende 
reproduzierbare Ergebnisse. Deshalb wurde die Analyse der Aggregationsneigung der Tau-
Proteine in in-vitro Aggregationsansätzen mit dem 8F10-ELISA in dieser Arbeit nicht weiter 
verwendet. 
 
8.3 Die Effekte verschiedener Redoxmittel auf das Aggregationsverhalten der 
Tau-Isoformen 2N3R wt und 2N4R wt 
Als Hauptfragestellung wurde in den kommenden Experimenten ermittelt, welchen Einfluss 
das Redoxmilieu auf die Aggregation von Tau 2N3R und Tau 2N4R hat. Dazu wurden 
verschiedene Reduktions- und Oxidationsmittel zu den Aggregationsansätzen hinzu gegeben 
und mit einem ThS Assay während einer 24-stündigen Inkubationszeit gemessen, ob es 
Veränderungen im Aggregationsverhalten gab. Die Tabelle 8-7 zeigt alle Reduktions- und 
Oxidationsmittel, die im folgenden Abschnitt verwendet wurden.  
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Tabelle 8-7 Untersuchte Redoxmittel  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In den im Folgenden beschriebenen Experimenten wurden die Aggregationsansätze stets 
gleich behandelt (siehe Tabelle 8-8). 
 
Tabelle 8-8 Komponenten des Aggregationsansatzes zur Untersuchung der Redoxmittel 
Substanz Endkonzentration 
Tau 2N3R wt  
Tau 2N4R wt 
111 µM 
127 µM 
Heparin 0,4 mg/ml 
MOPS-Puffer 50 mM 
NaCl 50 mM 
EDTA 0,1 mM 
AEBSF 1 mM 
Redoxsubstanz veränderlich 
 
8.3.1 Einfluss verschiedener Redoxmittel auf die Tau-Isoform 2N4R wt 
Von den in der Tabelle 8-7 aufgeführten Substanzen (außer Cystin, Cysteamin und 
Methylenblau) wurden Stammlösungen hergestellt und diese 1:10 im Ansatz eingesetzt 
(Endkonzentration: 1 mM).  
 
Reduktionsmittel Oxidationsmittel 
Dithiothreitol (DTT) Oxidiertes Glutathion (GSSG) 
Mercaptoethanol (β-ME) Cystin 
Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) Oxidiertes Methylenblau 
Monothioglycerol (MTGlyc)  
Reduziertes Glutathion (GSH) 
Kaliumdisulfid (K2S2O5) 
Natriumdithionid (Na2S2O4)  
Cystein 
Reduziertes Methylenblau 
Cysteamin 
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Abbildung 8-17 Untersuchung von Redoxsubstanzen [1 mM] mit Tau 2N4R wt im ThS Assay 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die ThS Fluoreszenz-Messung in 
Einfachbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
Für die Graphik wurde der Leerwert von den Messwerten abgezogen.  
Abk.: siehe Tabelle 8-7 
 
Schwach aggregationsfördernd wirkten v.a. MTGlyc und DTT. TCEP und GSSG wirkten 
stark inhibierend und unterdrückten die Aggregation fast komplett. Die restlichen Substanzen 
hatten einen geringeren hemmenden Effekt.  
Die Abbildung 8-18 stellt die prozentuale Aggregationsförderung der Redoxmittel nach 24-
stündiger Inkubationszeit dar.  
Ergebnisse 
63 
 
Abbildung 8-18 Untersuchung von Redoxsubstanzen [1 mM] mit Tau 2N4R wt, prozentuale Darstellung 
Abk.: siehe Tabelle 8-7 
Die Berechnung der prozentualen Aggregationsförderung bezieht sich auf den 24 Stunden Fluoreszenz-Messwert 
im ThS Assay. Als Grundwert (G) diente der Messwert des Aggregationsansatzes mit Tau 2N4R wt und 
Heparin, ohne Redoxsubstanz. Der Prozentwert (W) wurde durch den Messwert des Aggregationsansatzes mit 
Tau 2N4R wt, Heparin und dem jeweiligen Redoxmittel gebildet. Bei einer Aggregationshemmung wurde der 
errechnete Prozentwert von 100% abgezogen.  
Rechenbeispiel:  G = ThS-Fluoreszenz (Ex 430nm/ Em 535nm) Tau 2N4R wt, mit Heparin, ohne RM, nach 24h  
   Inkubation 
= 14.240 
W = ThS-Fluoreszenz (Ex 430nm/ Em 535nm) Tau 2N4R wt, mit Heparin, mit GSSG [1mM], 
nach 24h Inkubation  
= 2.000 
p % = W*100/G 
 = 2.000*100/14.240 
 = 14,04 
100% - 14,04% = 85,96%  
 entspricht einer prozentualen Hemmung der Aggregation von 85,96%. 
 
8.3.2 Einfluss von DTT, GSH und GSSG auf die Tau-Isoformen 2N3R wt und 
2N4R wt 
DTT ist eine stark reduzierende Substanz, die auch unter dem Namen Clelands Reagenz 
bekannt wurde. Sobald sie einmal oxidiert ist, formt sie einen stabilen Sechsring mit einer 
intramolekularen Disulfidbrücke. (Cleland 1964) 
 
 
Abbildung 8-19 DTT Oxidation * 
-100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20
DTT
ß-ME
TCEP
MTGlyc
GSH
GSSG
Kaliumdisulfid
Natriumdithionid
Cystein
Aggregationsförderung in %
prozentuale Aggregationsförderung verschiedener Redoxmittel [1mM] auf Tau2N4R 
wt nach 24h
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Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid aus den Aminosäuren Glutamat, Cystein und Glycin. Es 
trägt als Redoxpuffer einen großen Teil zur Aufrechterhaltung des Redoxmilieus in allen 
Zellen des Körpers bei. Die SH-Gruppe des Cysteins im GSH wird bei der Oxidation zu einer 
Disulfidbrücke umgebaut, wodurch sich 2 Moleküle zusammenlagern (oxidiertes Glutathion, 
GSSG). In den Zellen des Körpers kann diese Reaktion durch die Glutathion-Reduktase 
rückgängig gemacht werden. (Rassow 2008) 
 
 
Abbildung 8-20 Glutathion Redoxreaktion * 
 
Die Endkonzentration der eingesetzten Redoxmittel lag bei 1 mM.  
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Abbildung 8-21 Untersuchung von DTT, GSH und GSSG [1mM] mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS 
Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die ThS Fluoreszenz-Messung in 
Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 6h, 24h.  
 
Aus der Abbildung 8-21 geht hervor, dass DTT bei der 2N3R wt-Isoform die Aggregation 
teilweise inhibierte, wobei GSSG einen stark hemmenden Effekt zeigte.  
Bei der 4-repeat Isoform wirkte DTT stark aggregationsfördernd. GSH hatte eine geringe 
hemmende Wirkung, GSSG inhibierte die Tau-Aggregation ebenfalls fast komplett.  
Zur besseren Darstellung der ermittelten Befunde stellt die Abbildung 8-22 die prozentuale 
Aggregationsförderung von DTT, GSSG und GSH auf die beiden genutzten Tau-Isoformen 
dar. 
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Abbildung 8-22 Untersuchung von DTT, GSSG und GSH [1 mM] mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt, 
prozentuale Darstellung 
Die Berechnung der prozentualen Aggregationsförderung bezieht sich auf den 24 Stunden Fluoreszenz-Messwert 
im ThS Assay. Als Grundwert (G) diente der Messwert des Aggregationsansatzes mit Tau 2N3R wt, bzw. Tau 
2N4R wt und Heparin, ohne Redoxsubstanz. Der Prozentwert (W) wurde durch den Messwert des 
Aggregationsansatzes mit Tau 2N3R wt, bzw. Tau 2N4R wt, Heparin und dem jeweiligen Redoxmittel gebildet. 
Bei einer Aggregationshemmung wurde der errechnete Prozentwert von 100% abgezogen.  
Rechenbeispiel: siehe Abbildung 8-18 
 
8.3.3 Einfluss von Cystin, Cysteamin und einem Glutathion-Mix auf die Tau-
Isoform 2N4R wt 
Physiologisch tritt das Glutathion in den verschiedenen Zellkompartimenten des 
menschlichen Körpers in einem bestimmten Verhältnis zwischen reduzierter und oxidierter 
Form auf. Im Zytoplasma beispielsweise, gibt es einen starken Überschuss an GSH (GSH zu 
GSSG etwa 100:1) (Munk und Abröll 2008). Im Endoplasmatischen Retikulum hingegen, 
beträgt das GSH zu GSSG-Verhältnis etwa 1:1 bis 7:1 (Montero et al. 2013).  
Eine Dysbalance kann durch oxidativen Stress infolge des natürlichen Altersprozesses oder 
infolge einer Erkrankung entstehen. Um auf die physiologischen und nicht physiologischen 
Verhältnisse eingehen zu können, wurden Mischansätze zusammengestellt, die in 
verschiedenen Verhältnissen sowohl GSH, als auch GSSG enthielten.  
Ein weiteres Redoxsystem in den Zellen ist das Cystin-Cystein-System. Cystin (entsteht durch 
Oxidation von Cystein) und Cysteamin (entsteht durch Decarboxylierung von Cystein) sind 
zwei weitere Redoxsubstanzen, die im nächsten Experiment verwendet wurden.  
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Abbildung 8-23 Cystein Redoxreaktion und nach 2-facher Decarboxylierung * 
 
Die Redoxmittel wurden in einer Endkonzentration von 1 mM eingesetzt. Um die 
GSH:GSSG-Mixturen zu erhalten, wurde erstens 1 Teil GSSG zu einem Teil GSH und 
zweitens 1 Teil GSSG auf 30 Teile GSH pipettiert. GSH und GSSG wurden in einer 
Ausgangskonzentration von 10 mM eingesetzt.  
 
 
Abbildung 8-24 Untersuchung von Cystin, Cysteamin [1 mM] und GSH:GSSG-Mixturen mit Tau 2N4R wt im 
ThS Assay 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die ThS Fluoreszenz-Messung in 
Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 1,5h, 3h, 25h.  
 
Die Abbildung 8-24 zeigt, dass das Glutathion in verschiedener Weise Einflüsse auf die 
Aggregation hatte. Bei einem Überschuss an reduziertem Glutathion (GSH) kam es zur 
leichten Aggregationsförderung. Hielten sich GSH und GSSG die Waage, wurde die 
Aggregation inhibiert. Cysteamin zeigte in einer 1 mM Konzentration einen gering 
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hemmenden Effekt. Möglicherweise war das Cysteamin schon partiell oxidiert. Cystin 
hemmte die Aggregation der Tau 2N4R wt- Isoform stark. Es zeigte sich erneut der stark 
hemmende Einfluss einer oxidierten Sulfhydrylfunktion, ähnlich dem GSSG. 
Die Abbildung 8-25 zeigt die Aggregationsförderung der eingesetzten Chemikalien in % nach 
25h. 
 
 
Abbildung 8-25 Untersuchung von Cystin [1mM], Cysteamin [1mM] und GSH:GSSG-Mixturen mit Tau 2N4R 
wt, prozentuale Darstellung 
Die Berechnung der prozentualen Aggregationsförderung bezieht sich auf den 25 Stunden Fluoreszenz-Messwert 
im ThS Assay. Als Grundwert (G) diente der Messwert des Aggregationsansatzes mit Tau 2N4R wt und 
Heparin, ohne Redoxsubstanz. Der Prozentwert (W) wurde durch den Messwert des Aggregationsansatzes mit 
Tau 2N4R wt, Heparin und dem jeweiligen Redoxmittel gebildet. Bei einer Aggregationshemmung wurde der 
errechnete Prozentwert von 100% abgezogen.  
Rechenbeispiel: siehe Abbildung 8-18 
 
8.3.4 Dosisabhängigkeit verschiedener Redoxmittel auf die Aggregation der 
Tau-Isoformen 2N3R wt und 2N4R wt  
Für dieses Experiment wurden die bereits gewonnenen Ergebnisse ausgewertet und die 
Substanzen näher untersucht, die bereits starke aggregationsfördernde und -hemmende 
Effekte auf die 2 humanen Tau-Isoformen 2N3R und 2N4R gezeigt haben. Außerdem wurde 
der Stoff Methylenblau einbezogen, der an der Luft oxidiert vorliegt.  
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die 
Gesamtvolumina jedes Ansatzes betrugen 20 µl. Die Redoxmittel wurden in verschiedenen 
Konzentrationen eingesetzt.  
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8.3.4.1 Cystin 
A 
B 
Abbildung 8-26 Untersuchung von Cystin mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die Endkonzentrationen von Cystin 
sind in der Graphik angegeben. Die ThS Fluoreszenz-Messung in Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) 
erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
Durch die beschränkte Löslichkeit des Cysteins konnte nur 0,5 mM anstatt 1 mM als höchste Konzentration 
eingesetzt werden. 
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8.3.4.2 DTT 
A 
B 
Abbildung 8-27 Untersuchung von DTT mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die Endkonzentrationen von DTT sind 
in der Graphik angegeben. Die ThS Fluoreszenz-Messung in Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) 
erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
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8.3.4.3 GSSG 
A 
B 
Abbildung 8-28 Untersuchung von GSSG mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die Endkonzentrationen von GSSG 
sind in der Graphik angegeben. Die ThS Fluoreszenz-Messung in Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) 
erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
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8.3.4.4 GSH:GSSG-Mixturen 
A 
B 
Abbildung 8-29 Untersuchung von GSH:GSSG-Mixturen mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Das Verhältnis GSH:GSSG ist in der 
Graphik angegeben. Die ThS Fluoreszenz-Messung in Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) erfolgte an 
den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
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8.3.4.5 TCEP 
A 
B 
Abbildung 8-30 Untersuchung von TCEP mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die Endkonzentrationen von TCEP 
sind in der Graphik angegeben. Die ThS Fluoreszenz-Messung in Einzelbestimmung (Ex 430nm/ Em 535nm) 
erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
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Zusammenfassung Tau 2N3R wt:  
Am stärksten hemmend wirkte TCEP in allen eingesetzten Konzentrationen, wobei der Effekt 
bei 1 mM TCEP am stärksten ausgeprägt war. Mit niedrigerer Konzentration sank auch die 
inhibierende Wirkung.  
Geringe Konzentrationen DTT wirkten aggregationsfördernd. Dieser Effekt sank mit der 
steigenden Aggregationszeit. Eventuell war die Inaktivierung von DTT durch Luftsauerstoff 
während der Inkubation dafür verantwortlich. Sehr hohe DTT-Konzentrationen im Ansatz 
bewirkten das Gegenteil, eine 100 %-ige Hemmung der Aggregation. Somit entstand ein 
ambivalentes Bild. 
Oxidiertes Glutathion hatte ebenfalls in einer 1 mM Konzentration eine starke 
aggregationshemmende Wirkung. Alle anderen eingesetzten Konzentrationen an GSSG 
verändern das Aggregationsverhalten von Tau 2N3R wt kaum. 
Cystin inhibierte in Molaritäten von 0,5 bis 0,1 mM. Mit absteigenden Konzentrationen sank 
diese Wirkung. 
Bei dem Glutathion-Mix fiel auf, dass die Aggregationsneigung mit dem Anstieg an 
oxidierten Molekülen im Ansatz abnahm. GSH zu GSSG in einer 1:64 Mixtur zeigte die 
stärkste Hemmung. 
 
Zusammenfassung Tau 2N4R wt: 
Die Tau 2N4R wt-Aggregation wurde am stärksten durch ein GSH:GSSG-Verhältnis von 1:4 
inhibiert. Auch die anderen Mixturen (1:1, 1:16 und 1:64) hemmten die Tau-Aggregation. 
DTT hatte in allen eingesetzten Molaritäten eine aggregationsfördernde Wirkung. Mit 
steigender Konzentration stieg auch dieser Effekt. Insgesamt sank die Wirkung des DTTs 
nach 6-stündiger Inkubation. Dieser Effekt war auch beim 3-repeat Tau zu beobachten. 
TCEP hatte in einer Konzentration von 1 mM ebenfalls eine stark hemmende Auswirkung auf 
die Tau-Aggregation. Die anderen Konzentrationen von TCEP wirkten bei der 4-repeat 
Isoform aggregationsinduzierend. Das ist ein großer Unterschied zu der 3-repeat Isoform.  
Oxidiertes Glutathion inhibierte die Aggregation in einer 1 mM Konzentration ebenfalls. 
Niedrigere Molaritäten hatten weniger Einfluss, obwohl sie die Aggregation leicht 
behinderten.  
Cystin wirkte ebenso in allen eingesetzten Konzentrationen hemmend. Dieser Effekt war in 
der frühen Aggregationsphase (bis 4h) stärker ausgeprägt.  
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Die Abbildung 8-31 zeigt die prozentuale Aggregationsförderung aller hier verwendeter 
Redoxsubstanzen mit den 2 eingesetzten Tau-Proteinen.  
 
A
B 
Abbildung 8-31 Untersuchung von Cystin, DTT, GSSG, GSH:GSSG-Mixturen und TCEP mit Tau 2N3R wt und 
Tau 2N4R wt, prozentuale Darstellung 
A: Tau 2N3R wt  
B: Tau 2N4R wt 
Die Berechnung der prozentualen Aggregationsförderung bezieht sich auf den 24 Stunden Fluoreszenz-Messwert 
im ThS Assay. Als Grundwert (G) diente der Messwert des Aggregationsansatzes mit Tau und Heparin, ohne 
Redoxsubstanz. Der Prozentwert (W) wurde durch den Messwert des Aggregationsansatzes mit Tau, Heparin 
und dem jeweiligen Redoxmittel gebildet. Bei einer Aggregationshemmung wurde der errechnete Prozentwert 
von 100% abgezogen.  
Rechenbeispiel: siehe Abbildung 8-18 
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8.3.4.6  Methylenblau 
Methylenblau (MB) ist eine Redoxsubstanz, die aktuell als Tau-Aggregationsinhibitor in 
Phase II und III klinischen Studien erprobt wird. Es dient als guter Wasserstoffakzeptor. In 
dem Reduktionsprozess wird der blaue Ausgangsstoff in seine farblose Leukoform 
umgewandelt. Diese Reaktion ist reversibel. 
 
 
Abbildung 8-32 Methylenblau Redoxreaktion * 
 
In dem Experiment wurden verschieden konzentrierte Methylenblau-Lösungen zu den 
Aggregationsansätzen gegeben (Endkonzentrationen: 0,1 mM bis 1 mM).  
Ergebnisse 
77 
Oxidiertes Methylenblau: 
A
B 
Abbildung 8-33 Untersuchung von oxidiertem Methylenblau mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze mit Tau wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die Endkonzentrationen des 
Methylenblaus sind in der Graphik angegeben. Die ThS Fluoreszenz-Messung in Einzelbestimmung (Ex 430nm/ 
Em 535nm) erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
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Reduziertes Methylenblau: 
A 
B 
Abbildung 8-34 Untersuchung von reduziertem Methylenblau mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt im ThS 
Assay 
A: Tau 2N3R wt 
B: Tau 2N4R wt 
Die Aggregationsansätze mit Tau wurden entsprechend der Tabelle 8-8 pipettiert. Die Endkonzentrationen des 
Methylenblaus sind in der Graphik angegeben. Die ThS Fluoreszenz-Messung in Einzelbestimmung (Ex 430nm/ 
Em 535nm) erfolgte an den folgenden Zeitpunkten: nach 0h, 2h, 4h, 24h.  
 
In den Abbildungen (Abbildung 8-33 und Abbildung 8-34) ist gut zu erkennen, dass sowohl 
oxidiertes, als auch reduziertes Methylenblau eine hemmende Wirkung auf die Aggregation 
der beiden Isoformen haben. Es fiel auf, dass es keinen großen Unterschied machte, in 
welchem Redoxzustand sich das Methylenblau befand. Die fehlende sauerstofffreie 
Umgebung hat höchstwahrscheinlich zu diesem Ergebnis beigetragen. Dadurch oxidierte 
Methylenblau spontan. Bei dem Experiment konnten wir nicht bestimmen, zu welchem Anteil 
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das reduzierte MB nach Aggregationsende noch vorhanden war. Man kann jedoch sagen, dass 
mit geringerer Molarität die aggregationshemmende Wirkung sank.  
Die Abbildung 8-35 zeigt die Aggregationsförderung von oxidiertem und reduziertem 
Methylenblau in Prozent. Es ist erneut zu erkennen, dass alle eingesetzten Konzentrationen 
eine starke inhibierende Wirkung hatten. 
 
 
Abbildung 8-35 Untersuchung von Methylenblau mit Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt, prozentuale Darstellung 
Die Berechnung der prozentualen Aggregationsförderung bezieht sich auf den 24 Stunden Fluoreszenz-Messwert 
im ThS Assay. Als Grundwert (G) diente der Messwert des Aggregationsansatzes mit Tau und Heparin, ohne 
MB. Der Prozentwert (W) wurde durch den Messwert des Aggregationsansatzes mit Tau, Heparin und MB 
gebildet. Bei einer Aggregationshemmung wurde der errechnete Prozentwert von 100% abgezogen.  
Rechenbeispiel: siehe Abbildung 8-18 
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8.4 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch 
Größenausschlusschromatographie 
Die Größenausschlusschromatographie erlaubt eine Molekulargewichtscharakterisierung und 
die Quantifizierung der Tau-Protein-Aggregate. 
Aggregationsansätze, die 72h inkubiert wurden, wurden auf einer Sephacryl-S500-Säule nach 
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Der Trennbereich dieser Säule betrug 30 kDa bis 
10 MDa. Es wurden alle Tau-Isoformen untersucht (3-repeat wt und Mutationen, 4-repeat wt 
und Mutationen). 
Zur Untersuchung auf amyloidogene Tau-Aggregate wurde nach der chromatographischen 
Auftrennung mit den Fraktionen ein ThS Assay durchgeführt. Des Weiteren wurden die 72h-
Aggregationsansätze bei -20°C eingefroren, um die Proteine danach im Coomassie-gefärbten 
SDS-Gel nach ihrer Konzentration und Bildung höhermolekularer Aggregationsprodukte 
analysieren zu können. 
Alle Tau-Proteine wurden in einer Konzentration von 4 mg/ml im Aggregationsansatz 
eingesetzt. 
 
Tabelle 8-9 Komponenten des Aggregationsansatzes zur Chromatographische Auftrennung aller Tau-Isoformen 
Komponente [µl] im Ansatz Endkonzentration 
Tau 2N3R und Mutationen 
Tau 2N4R und Mutationen 
160 74 µM 
69 µM 
Heparin 20 0,4 mg/ml 
AEBSF 2 1 mM 
NaCl 10 50 mM 
MOPS-Puffer 
+ EDTA 
9,2 50 mM 
+ 0,1 mM  
Gesamtvolumen 201,2 
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8.4.1 Tau-Isoformen mit zwei Cystein-Resten 
 
Abbildung 8-36 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch Gelfiltrations-FPLC, Tau-Isoformen mit 2 Cystein-
Resten 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-9 pipettiert und 72h inkubiert. Hierbei wurden die 
Tau-Isoformen mit 2 Cysteinen genutzt. 
blauer Graph:  2N4R wt 
roter Graph:  2N3R I260C 
x-Achse: schwarz: durchgelaufenes Volumen in ml 
rot: Fraktionen à 2ml 
y-Achse: blau: Absorption bei 214 nm in mAU 
FPLC-Bedingungen: Sephacryl-S500-Säule, 500 µl loop, 1,5 ml Injektionsvolumen, 0,5 ml/min Flussrate, 200 
ml Elutionsvolumen, 2 ml Fraktionsgröße, 0,5 MPa Drucklimit, in DPBS, Absorptionsmessung bei 214 nm 
 
In der Abbildung 8-36 ist das Elutionsprofil der FPLC mit den einzelnen 
Aggregationsprodukten erkennbar. Beide Proteine zeigten einen Monomer- und einen 
Oligomer-Peak, wobei der hohe Oligomer-Peak sehr auffällig ist. Die Wildtyp-Isoform 
Tau 2N4R besitzt außerdem einen niedrigen Filament-Peak nach 72-stündiger Aggregation 
mit Heparin.  
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Abbildung 8-37 Charakterisierung der Tau-Aggregate im ThS Assay, Tau-Isoformen mit 2 Cysteinen 
ThS Assay aller Fraktionen nach der chromatographischen Auftrennung mit der FPLC. Dargestellt sind die 
Isoformen Tau 2N4R wt und Tau 2N3R I260C.  
Pro Fraktion wurden 80µl entnommen und 20µl ThS zugegeben. Nach 7-minütiger Inkubation im Dunkeln 
erfolgte die Messung bei Ex 430nm/ Em 535nm. Die Messung erfolgte in Einzelbestimmung. 
In den Fraktionen 21-23 ist das Filament detektierbar. Die Fraktionen 31 bis 39 stellen den breiten Oligomer-
Peak dar. Tau-Monomere befinden sich in den Fraktionen 45 bis 50. 
Für die Graphik wurde der Leerwert von den Messwerten abgezogen. 
 
In beiden Abbildungen ist besonders deutlich die Bildung großer Anteile an Tau-Oligomeren 
zu erkennen (Abbildung 8-36), welche amyloidogene Eigenschaften trugen (Abbildung 8-37).  
Es zeigte sich, dass in der Fraktion 23 der Tau 2N4R wt-Isoform Filamente vorhanden waren. 
Die Fraktionen, in denen das Oligomer laut der Elutionskurve zu erwarten war, hatten 
ebenfalls hohe Fluoreszenzwerte im ThS Assay.  
Ebenso zeigte die Tau2N3R I260C-Isoform in den Fraktionen 33 bis 36 hohe ThS-Werte. 
Diese Fraktionen waren identisch mit dem Oligomer-Peak in der Abbildung 8-36. Es gab in 
den Fraktionen 21-23 keinen Peak und auch kein ThS-Signal. Dadurch kann man davon 
ausgehen, dass das Protein Tau2N3R I260C keine Filamente gebildet hatte. 
Die Tau-Proteine mit 2 Cysteinen zeigten unter Heparinzugabe ein starkes 
Aggregationsverhalten. Sie bildeten innerhalb einer 72-stündigen Inkubationszeit 
hauptsächlich Tau-Oligomere, das Protein Tau 2N4R wt in geringem Ausmaß auch 
Filamente.  
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8.4.2 Tau-Isoformen mit einem Cystein-Rest 
 
Abbildung 8-38 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch Gelfiltrations-FPLC, Tau-Isoformen mit einem 
Cystein 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-9 pipettiert und 72h inkubiert. Hierbei wurden die 
Tau-Isoformen mit einem Cystein genutzt. 
blauer Graph:  2N3R wt 
grüner Graph:  2N4R C322S 
roter Graph: 2N4R C291S 
x-Achse: schwarz: durchgelaufenes Volumen in ml 
rot: Fraktionen à 2ml 
y-Achse: blau: Absorption bei 214 nm in mAU 
FPLC-Bedingungen: siehe Abbildung 8-36 
Der FPLC-Lauf des Proteins 2N4R C322S zeigte ab der Fraktion 37 (nach 73 ml Duchflussvolumen) einen 
rhythmischen Druckwechsel und dadurch ein gestörtes Elutionsprofil, aufgrund eines Fehlers des Systems. 
 
Die Tau-Proteine mit nur einem Cystein zeigten ein heterogenes Elutionsprofil. Alle 3 
Proteine enthielten noch monomeres Tau. Oligomer-Peaks waren nur bei den Tau 2N4R-
Mutationen erkennbar. Deutliche Filament-Peaks gab es nur bei dem Wildtyp-Tau-Protein 
2N3R und bei der 2N4R C322S-Isoform. Bei dem 2N4R C291S-Protein war stattdessen eine 
Schulter erkennbar. Sie deutete auf die Bildung eines Intermediates zwischen Oligomer und 
Filament hin, welches bei den anderen Isoformen in der Art nicht erkennbar war.  
Tau 2N3R wt zeigte ebenfalls einen intermediären Peak. Er ähnelte in seiner Struktur und 
Größe sehr einem Oligomer-Peak, war aber deutlich früher im Elutionsprofil erkennbar 
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(Fraktionen 26-30). Damit waren die Proteinaggregate größer als die Oligomerfraktionen 
(Fraktionen 33-37). 
 
 
Abbildung 8-39 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch ThS Assay, Tau-Isoformen mit einem Cystein 
ThS Assay aller Fraktionen nach der chromatographischen Auftrennung mit der FPLC. Dargestellt sind die 
Isoformen Tau 2N3R wt, Tau 2N4R C291S und Tau 2N4R C322S.  
Legende: siehe Abbildung 8-37 
 
Wie in der Abbildung 8-39 zu erkennen ist, stimmten die FPLC-Elutionsprofile der Tau-
Proteine mit einem Cystein gut mit dem ThS-Signalprofil dieser Fraktionen überein, sodass 
außer den Tau-Monomeren alle Tau-Aggregate amyloidogenen Charakter hatten.  
Die Wildtyp-Isoform Tau 2N3R hatte einen langsam ansteigenden und abfallenden Peak 
(Fraktionen 22-31), wobei die Fraktion 28 die höchste Fluoreszenz zeigte. Dieses starke 
Signal bildete den intermediären (Oligomer-) Peak. Der Filament-Peak (Fraktion 22) spiegelte 
sich im schwachen Fluoreszenzsignal im ThS Assay wider. Der typische Oligomer-Peak der 
Fraktionen 33-37 fehlte in der FPLC und im ThS Assay. 
Die beiden mutierten Tau 2N4R-Proteine mit nur einem Cystein zeigten jeweils einen 
Filament-Peak in der FPLC, der im ThS Assay nur als schwaches Signal nachzuweisen war 
(Fraktion 21). Die anschließende Schulter zwischen Filament- und Oligomer-Peak (Fraktion 
22 bis 31) zeigte bei der Tau 2N4R C291S- Isoform ein deutliches ThS-Signal, bei der Tau 
2N4R C322S- Isoform hingegen nicht. Die Fluoreszenzsignale für die Oligomer-Peaks waren 
insgesamt schwach und höher für Tau 2N4R C291S. 
Die Proteine mit nur einem Cystein neigten insgesamt stark zur Bildung von Intermediaten, 
also Zwischenstufen von Oligomeren und Filamenten. 
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8.4.3 Tau-Isoformen ohne Cystein-Reste 
Die beiden rein artifiziellen Cystein-freien Tau-Isoformen 2N3R C322S und 2N4R 
C291/322S können Tau-Proteine modellieren, deren Thiolgruppen durch Oxidation in Sulfen- 
oder Sulfon-Seitenketten verändert sind und deshalb nicht mehr dimerisieren können. Im 
Folgenden werden die Aggregationsprofile dieser beiden Proteine verglichen  
 
 
Abbildung 8-40 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch Gelfiltrations-FPLC, Tau-Isoformen ohne Cysteine 
Die Aggregationsansätze wurden entsprechend der Tabelle 8-9 pipettiert und 72h inkubiert. Hierbei wurden die 
Tau-Isoformen ohne Cysteine genutzt. 
blauer Graph:  2N4R C291/322S 
roter Graph:  2N3R C322S 
x-Achse: schwarz: durchgelaufenes Volumen in ml 
rot: Fraktionen à 2ml 
y-Achse: blau: Absorption bei 214 nm in mAU 
FPLC-Bedingungen: siehe Abbildung 8-36 
Tau 2N4R C291/322S zeigt in Fraktion 28 einen artifiziellen Peak aufgrund eines Fehlers des Systems. 
 
In der Abbildung 8-40 ist das Elutionsprofil der 2 Tau-Proteine ohne Cysteine zu sehen. Es ist 
gut erkennbar, dass es zu keiner Oligomer- und einer sehr geringen Filamentbildung beim 4-
repeat Tau kam. Beide Isoformen zeigten stattdessen sehr hohe Monomer-Peaks.  
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Abbildung 8-41 Charakterisierung der Tau-Aggregate durch ThS Assay, Tau-Isoformen ohne Cysteine 
ThS Assay aller Fraktionen nach der chromatographischen Auftrennung mit der FPLC. Dargestellt sind die 
Isoformen Tau 2N3R C322S und Tau 2N4R C291/322S.  
Legende: siehe Abbildung 8-37 
Vereinzelte hohe Ausschläge in der ThS-Fluoreszenz deuten auf Verunreinigungen hin. 
 
In der Abbildung 8-41 ist die graphische Darstellung der ThS-Messung der Fraktionen zu 
sehen. Man erkennt vereinzelte hohe Ausschläge in der Tau 2N3R C322S Kurve. Diese 
deuten auf Messfehler hin, da sie in keinem Bezug zu den Messpunkten davor oder danach 
stehen.  
Die Aggregationstendenzen werden durch die Anwesenheit einer zweiten 
Aggregationsdomäne im Exon 10 (PHF6*, 4-repeat Tau) gesteigert (siehe Filamentpeak in 
der Abbildung 8-40 Fraktion 21). Dennoch kam es unter unseren Aggregationsbedingungen in 
Abwesenheit der SH-Gruppen der Cysteine im Protein zu einer weitreichenden Blockade der 
amyloidogenen Aggregation der Tau-Proteine.  
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8.4.4 Zusammenfassung zur Aggregationstendenz der untersuchten Tau-
Isoformen 
 
Abbildung 8-42 Zusammenfassung der Aggregationstendenz der untersuchten Tau-Isoformen im ThS Assay 
ThS Assay aller Tau-Isoformen vor der chromatographischen Auftrennung mit der FPLC.  
Pro Ansatz (siehe Tabelle 8-9) wurden 2µl nach 0- und 72-stündiger Inkubation entnommen und in 98µl MOPS-
Puffer verdünnt. Anschließend wurden 20µl ThS 1:5000 zugegeben. Der Ansatz wurde 7 Minuten inkubiert und 
die Messung in Einzelbestimmung erfolgte bei Ex 430nm/ Em 535nm. 
Für die Graphik wurde der Leerwert von den Messwerten abgezogen. 
 
In der Abbildung 8-42 ist die Aggregationstendenz (als ThS-Fluoreszenzsignal) aller Tau-
Protein-Isoformen nach 0h und 72h Inkubation nebeneinander aufgetragen. Es fällt auf, dass 
die Proteine mit einem Cystein (Tau 2N3R wt, Tau 2N4R C291S, Tau 2N4R C322S) die 
höchsten Signale lieferten, gefolgt von den Tau-Proteinen mit 2 Cysteinen (Tau 2N4R wt, 
Tau 2N3R I260C). Bei der Tau 2N3R C322S- Isoform, also derjenigen 3-repeat-Mutation 
ohne eine Thiolgruppe im Protein, ist keinerlei Aggregation nachweisbar. In Anwesenheit des 
Exons 10 mit der PHF6* (Tau2N4R C291/322S) kommt es zu geringen Anstiegen der 
Fluoreszenzsignale.  
 
Um die einzelnen Proteinmengen abschätzen zu können, wurde ein mit Coomassie gefärbtes 
SDS-Gel angefertigt (Abbildung 8-43). 
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Abbildung 8-43 Zusammenfassung der Aggregationstendenz der untersuchten Tau-Isoformen im Coomassie-
gefärbten SDS-Gel nach PAGE 
2 µl Aggregationsansatz (siehe Tabelle 8-9) wurden nach 0- und 72-stündiger Inkubation in 20 µl SDS-
Probenpuffer verdünnt (entspricht 6,4 µg Tau-Protein) und auf ein 8%-iges SDS-Gel aufgetragen. Anschließend 
folgte die Färbung mit Coomassie. 
Die genaue Größe der Markerbanden ist der Abbildung 7-1 zu entnehmen. 
 
Im Coomassie gefärbten Gel (Abbildung 8-43) sind alle Tau Aggregationsansätze nach 0h 
und 72h Inkubation nebeneinander aufgetragen. Es ist erkennbar, dass es molekulare 
Strukturumwandlungen innerhalb der 72h gab, da hochmolekulare Produkte zu sehen sind. 
Sie deuten auf die Bildung größerer Strukturen, wie Filamente, hin. Die stärkste Bildung 
hochmolekularer Produkte war bei der Tau 2N3R wt- Isoform zu detektieren. Bei der Tau 
2N3R C322S- Isoform waren diese Strukturen nicht erkennbar, was für keinerlei 
Aggregatbildung sprach.  
Die Tau-Monomer-Banden bei 0h-Aggregationszeit sahen fast identisch aus, also konnte 
davon ausgegangen werden, dass die Tau-Proteine in einer ähnlichen Konzentration 
eingesetzt wurden.  
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9. Diskussion 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bearbeitung von 2 wesentlichen Fragestellungen, 
wobei es vor allem um die Beeinflussung der Sulfhydryl-Seitenketten im Tau-Protein ging. 
Zum einen wurden durch Veränderungen des Redoxzustandes die nativen Tau-Isoformen 
(2N3R und 2N4R) analysiert und zum anderen durch Mutation der Cystein-Reste in 2N3R- 
und 2N4R-Tau-Isoformen die Sulfhydryl-Seitengruppen-abhängige Aggregationsneigung 
untersucht. 
 
9.1 Diskussion der Methodik 
9.1.1 Der 8F10-ELISA als Messmethode für die Tau-Aggregation 
Der in unserem Labor mitentwickelte monoklonale 8F10-AK eignet sich zur Detektion von 
oligomeren Tau-Aggregaten. Er hat in Untersuchungen an humanem Hirngewebe von AD-
Patienten bereits gute Ergebnisse geliefert. In dieser Arbeit wurde versucht, einen 8F10-
ELISA zur Detektion von rekombinanten Tau-Protein-Aggregaten zu etablieren. Der ELISA 
erwies sich jedoch als untauglich für eine verlässliche Detektion der Tau-Aggregation. 
Rekombinant hergestellte Wildtyp-Isoformen und Tau-Mutationen wurden in 
Aggregationsansätzen bis zu 96h inkubiert. Die Detektion der Aggregate erfolgte mittels eines 
8F10-ELISAs und eines ThS Assays. Beide Methoden wiesen starke Diskrepanzen auf. Im 
ELISA wurden Oligomere v.a. bei den Ansätzen mit Heparin und 2N4R ∆K280 detektiert. 
Der Nachweis von Tau-Aggregaten der 2N4R wt- Isoform war negativ. Im ThS Assay 
wurden amyloidogene Proteinkonformationen v.a. bei 2N4R ∆K280, 2N4R C322S und 2N4R 
C291S gefunden. Es stellte sich dementsprechend ein Widerspruch zwischen den beiden 
Testsystemen dar. Außerdem fiel auf, dass im 8F10-ELISA in den Ansätzen ohne Heparin 
teilweise höhere Oligomerkonzentrationen als mit Heparin gemessen wurden. Eine Erklärung 
für dieses Phänomen ist die Maskierung der Bindungsstelle des 8F10-AK durch Heparin. 
Dadurch könnte seine Tau-Bindung verhindert und nicht alle Oligomere suffizient detektiert 
worden sein. Eine weitere Erklärung ist die Bildung amorpher Aggregate ohne 
Heparinzugabe. Da sie keine ß-Faltblattstrukturen ausbilden, können sie auch mit dem ThS 
Assay nicht detektiert werden, mit dem 8F10-ELISA dagegen schon.  
Insgesamt war die Nachweisbarkeit der Protein-Aggregate sehr gering. Ein Grund dafür lag 
wahrscheinlich an der geringen Konzentration der Proteine. Für eine effiziente und 
nachweisbare Aggregation ist eine Mindestmenge an Tau-Proteinen notwendig. Dies wurde in 
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späteren Experimenten verbessert, indem Tau höher konzentriert eingesetzt wurde 
(Ergebnisse hier nicht aufgeführt). Auch diese Versuche brachten jedoch keine 
reproduzierbaren Ergebnisse mit dem 8F10-ELISA.  
Somit haben wir bei den weiteren Untersuchungen auf den ELISA verzichtet und die Tau-
Aggregat-Detektion mit dem etablierten ThS Assay durchgeführt. 
 
9.2 Diskussion der Ergebnisse 
9.2.1 Untersuchung der Aggregationsneigung durch Veränderungen des 
Redoxmilieus 
Auf Veränderungen des Redoxmilieus reagieren vor allem diejenigen proteinogenen 
Aminosäuren, die in ihren Seitenketten Thiolgruppen (-SH, Cystein), Hydroxygruppen (-OH, 
Serin, Tyrosin) oder Aminogruppen (-NH, Lysin) tragen. Über die Hälfte der 20 
proteinogenen Aminosäuren kann so durch oxidativen Stress angegriffen werden. Die 
entstehenden Quervernetzungen haben eine große Bedeutung für den Verlust der 
Funktionsfähigkeit des Proteins. Kommt es zum Beispiel durch die Oxidation von Cystein-
Resten im Tau-Protein zu einer Disulfidbrückenbindung und einer anschließenden 
Quervernetzung, verliert Tau seine Funktion als Mikrotubuli-stabilisierendes Protein. 
Daraufhin kann es in der Zelle aggregieren und zum Zelluntergang führen.  
In dieser Arbeit wurden verschiedene Redoxreagenzien untersucht. Teilweise kam es zu einer 
Verstärkung der Tau-Aggregation, teilweise zu einer Inhibition. Der Effekt der 
Redoxsubstanzen wurde durch die Anzahl der Cysteine im Protein und durch das 
Vorhandensein einer zusätzlichen Aggregationsdomäne (275VQIINK280) im Exon 10 sehr 
variiert. In der Diskussion werde ich im Speziellen auf die Substanzen Methylenblau, DTT, 
TCEP und GSSG eingehen. Diese Agenzien spielten, durch ihre große Beeinflussung der 
Tau-Aggregation, eine besondere Rolle. 
 
9.2.1.1 Methylenblau 
Methylenblau (MB) ist das Chloridsalz des Methylthioniniums und hat seinen Weg in die 
klinische Forschung als Tau-Aggregationsinhibitor bereits gefunden. In Phase III Studien 
wird es derzeit an gering und mittelschwer erkrankten Alzheimer-Patienten erprobt. Kürzlich 
wurden jedoch Probleme mit der Komplexität der Absorption des Medikaments aus dem 
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Magen-Darm-Trakt offengelegt, die eine Steigerung der Dosis erschweren. (Wischik et al. 
2015) 
Methylthioninium liegt im Gleichgewicht zwischen oxidierter und reduzierter Form vor, 
während sein Chloridsalz in der oxidierten Form stabilisiert ist. Reduziertes MB kann die 
Blut-Hirn-Schranke überwinden, wirkt in den Nervenzellen als Antioxidans und unterbindet 
Tau-Tau-Interaktionen durch die Förderung intramolekularer Disulfidbrücken beim 4-repeat 
Tau.  
In dieser Arbeit wurde die redoxmodifizierende Wirkung des Methylenblaus anhand der Tau-
Isoformen 2N3R wt und 2N4R wt untersucht. In allen eingesetzten Konzentrationen hatte MB 
aggregationsinhibierende Wirkungen. Im Gegensatz zu den Experimenten von Crowe et al. 
(Crowe et al. 2013), war der Effekt bei der 3-repeat Isoform sogar stärker ausgeprägt. 
Eventuell kam es durch das starke Redoxpotential des MB gar nicht erst zu der Ausbildung 
einer intermolekularen Disulfidbrücke. Das Protein wurde als Monomer stabilisiert. 
Der Unterschied zwischen reduziertem und oxidiertem MB konnte allerdings nicht gut 
dargestellt werden. Die Erzeugung der reduzierten, weißen Leukoform war gelungen, jedoch 
wurde nicht komplett in sauerstofffreier Umgebung gearbeitet, sodass es zu 
Spontanoxidationen kam.  
MB zeichnet sich durch seine Eigenschaften als Antioxidans und als Überwinder der Blut-
Hirn-Schranke aus, allerdings gestaltet sich zurzeit die Absorption aus dem Darmlumen als 
schwierig. Dementsprechend ist es von großer Wichtigkeit, andere Stoffe zu finden, die 
ähnliche Eigenschaften besitzen, aber leichter vom Körper aufgenommen werden können. In 
der vorliegenden Arbeit wurden mit in-vitro Analysen weitere Redoxsubstanzen auf ihre 
Fähigkeit zur Inhibition der Tau-Aggregation untersucht, um Alternativen zum MB zu 
erforschen. 
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9.2.1.2 DTT 
Tabelle 9-1 Zusammenfassung der Wirkung des DTTs auf Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt 
Experiment DTT [mM] Tau-Protein-Isoform 
2N4R wt 2N3R wt 
8.3.4.2  10 ↑ ↓ 
3,3 ↑ ↓ 
8.3.1  1 ↑  
8.3.2 ↑ ↓ 
8.3.4.2 ↑ ↓ 
8.3.4.2  0,33 ↑ ↑ 
0,1 ↑ ↑ 
0,033 ↑ ↑↔ 
In dieser Tabelle wird der Effekt von DTT nach 24h, bzw. 25h Inkubation auf die Aggregation der in dieser 
Arbeit genutzten Tau-Proteine beschrieben.  
Die Induktion oder Inhibition bezieht sich auf die Aggregation der jeweiligen Isoform mit Heparin, ohne 
Redoxreagenz.  
↑ Aggregationsinduktion 
↓ Aggregationsinhibition 
↔ keine/geringe Änderung des Aggregationsverhaltens 
 
DTT, als reduzierendes Agens, wird bei der Reaktion oxidiert und bildet einen stabilen 6-
Ring (siehe dazu auch Abbildung 8-19, S. 63). Dadurch wird Tau in der Reaktion reduziert 
und nimmt Wasserstoffatome auf, was zu einer Wiederherstellung der Thiolgruppen des 
Cysteins führt. 
In einer früheren Arbeit über die Bedeutung des DTTs in der Tau-Aggregation wurde die 
Abhängigkeit der DTT-Konzentration bezüglich einer Induktion oder Inhibition 
hervorgehoben. Bhattacharya et al. beschrieben, dass DTT in Konzentrationen von 0,25 bis 
0,5 mM gut für eine Induktion der Aggregation bei Tau 2N4R wt geeignet ist. Höhere 
Konzentrationen hemmten die Aggregation. Sie erläuterten, dass eine intermolekulare 
Disulfidbrücke essentiell für die Aggregation ist und dass diese bei höheren DTT-
Konzentrationen (>0,5 mM) aufgebrochen wird, zu Gunsten intramolekularer Brücken. DTT 
in niedrigeren Konzentrationen verschiebt das Gleichgewicht zwischen intra- und 
intermolekularen Disulfidbrücken in Richtung intermolekularer Brücken und führt somit zu 
einer Aggregation. (Bhattacharya et al. 2001)  
Diesen Sachverhalt, den Bhattacharya et al. für die Wildtyp-Isoform 2N4R erläuterten, ließ 
sich in dieser Arbeit nicht reproduzieren. Das 4-repeat Tau reagierte auf eine Zugabe von 
DTT in all unseren Experimenten mit einer Steigerung der Aggregation. Diese Zunahme ließ 
sich erfolgreich wiederholen. DTT scheint in allen geprüften Konzentrationen das 
Gleichgewicht in Richtung einer intermolekularen Disulfidbrücke zu verschieben und der 
Wildtyp-Isoform 2N4R somit den Weg zur Aggregation zu ebenen.  
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Dem Protein Tau 2N3R wt fehlt das Exon 10 und damit die zusätzliche Aggregationsdomäne 
(PHF6*) und ein zweites Cystein. Hohe DTT-Konzentrationen (ab 1 mM) inhibierten die 
Aggregation. Da diese Isoform keine intramolekularen Disulfidbrücken bilden kann, war es 
durch die Zugabe von DTT vor einer intermolekularen Brückenbindung geschützt. Dieser 
Effekt sank mit niedrigen Konzentrationen (ab 0,33 mM). Es resultierte eine 
Aggregationssteigerung. 
Dementsprechend kann man sagen, dass DTT die intermolekulare Disulfidbrückenbindung 
lediglich unter den Cysteinen 322 im Exon 10 positiv, also aggregationsfördernd, beeinflusst. 
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine intermolekulare Disulfidbrückenbindung für die 
Tau-Aggregation unumgänglich ist und dass DTT, als starkes Reduktionsmittel, diesen 
Prozess erheblich beeinflusst. Da DTT aber in allen Experimenten eine 
aggregationssteigernde Wirkung auf die humane Tau-Isoform 2N4R wt zeigte, kommt es für 
medikamentöse Interventionen zur Behandlung der AD nicht in Frage. 
 
9.2.1.3 TCEP 
Tabelle 9-2 Zusammenfassung der Wirkung des TCEPs auf Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt 
Experiment TCEP [mM] Tau-Protein-Isoform 
2N4R wt 2N3R wt 
8.3.1 1 ↓  
8.3.4.5 ↓ ↓ 
8.3.4.5 0,5 ↑ ↓ 
0,25 ↑ ↓ 
0,1 ↑ ↓ 
0,05 ↑ ↓ 
In dieser Tabelle wird der Effekt von TCEP nach 24h, bzw. 25h Inkubation auf die Aggregation der in dieser 
Arbeit genutzten Tau-Proteine beschrieben.  
Die Induktion oder Inhibition bezieht sich auf die Aggregation der jeweiligen Isoform mit Heparin, ohne 
Redoxreagenz.  
↑ Aggregationsinduktion 
↓ Aggregationsinhibition 
↔ keine/geringe Änderung des Aggregationsverhaltens 
 
TCEP ist als Phosphin ein stärkeres Reduktionsmittel als DTT und geruchlos. Es kann im 
Gegensatz zu DTT nicht zu seiner Ausgangsform zurückreagieren, die Oxidation ist 
irreversibel. Außerdem ist es resistenter gegen Luftoxidation. (Ruegg und Rudinger 1977; 
Tan et al. 2012) 
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Abbildung 9-1 TCEP Oxidationsreaktion 
Bildquelle: Bio-Synthesis Inc  
 
Anders als DTT hatte TCEP in den durchgeführten Experimenten in hohen Konzentrationen 
(ab 1 mM) die Eigenschaft die 2N4R wt Isoform vor einer Aggregation zu schützen. Die 
Aggregation von Tau 2N3R wurde ebenfalls inhibiert.  
Insgesamt waren die Effekte des TCEPs vergleichbar mit denjenigen des DTTs. Eine 
aggregationsinhibierende Wirkung konnte aber schon bei geringeren Konzentrationen 
beobachtet werden, was gut zu der Stärke TCEPs als Reduktionsmittel passt. Ab einer 1 mM 
Konzentration wirkte TCEP sowohl auf die 3-, als auch auf die 4-repeat Isoform 
aggregationshemmend.  
TCEP hat seine Rolle als Reduktionsmittel von Sulfhydrylgruppen bereits in 
Tierexperimenten unter Beweis gestellt, wobei das Absterben retinaler Ganglienzellen nach 
Transsektion des Nervus Opticus in Ratten untersucht wurde. Der Zelltod war in hohem Maße 
abhängig von dem umgebenden Redoxzustand. Durch die Zugabe von 60 µM TCEP war die 
Anzahl überlebender Zellen deutlich erhöht, ohne dass toxische Effekte nachgewiesen 
wurden. Die Gruppe um Swanson et al. kam somit zu dem Schluss, dass TCEP neuroprotektiv 
auf die Nervenzellen wirkt und vor schädlichen Einflüssen durch Oxidationsprozesse schützt. 
(Swanson et al. 2005) 
Durch seine aggregationsinhibierende Wirkung auf die 3-repeat und 4-repeat Tau-Isoformen 
und durch seine bereits unter Beweis gestellte neuroprotektive Wirkung ist TCEP ein 
Reagenz, welches für den medikamentösen Angriffspunkt gegen die AD oder andere 
Tauopathien in Betracht zu ziehen ist. Ob jedoch entsprechend hohe intrazelluläre 
Konzentrationen von 1mM an TCEP erreicht werden können und ob diese Konzentrationen 
Nebenwirkungen mit sich bringen, ist derzeit nicht bekannt. 
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9.2.1.4 Glutathion 
Tabelle 9-3 Zusammenfassung der Wirkung des GSHs und GSSGs auf Tau 2N3R wt und Tau 2N4R wt 
Experiment GSH [mM] Tau-Protein 
2N4R wt 2N3R wt 
8.3.1 1 ↑  
8.3.2 ↓↔ ↑↔ 
 GSSG [mM]  
8.3.1 1 ↓  
8.3.2 ↓ ↓ 
8.3.4.3 ↓ ↓ 
8.3.4.3 0,5 ↓↔ ↓↔ 
0,25 ↓↔ ↑ 
0,1 ↓↔ ↓↔ 
 GSH/GSSG  
8.3.3 30:1 ↑  
8.3.3 1:1 ↓  
8.3.4.4 ↓ ↓ 
8.3.4.4 1:4 ↓ ↓ 
1:16 ↓ ↓ 
1:64 ↓ ↓ 
In dieser Tabelle wird der Effekt von Glutathion nach 24h, bzw. 25h Inkubation auf die Aggregation der in 
dieser Arbeit genutzten Tau-Proteine beschrieben. 
Die Induktion oder Inhibition bezieht sich auf die Aggregation der jeweiligen Isoform mit Heparin, ohne 
Redoxreagenz.  
↑ Aggregationsinduktion 
↓ Aggregationsinhibition 
↔ keine/geringe Änderung des Aggregationsverhaltens 
 
Glutathion (GSH) ist ein in nahezu allen humanen Zellen häufig vorkommendes Thiol mit 
vielen wichtigen Funktionen. Es hat seine Aufgaben u.a. als Cysteinreserve, als Antioxidans 
und in der Biotransformation. Die Abbildung 8-20 (Seite 64) zeigt die Redoxreaktion, in der 
sich reduziertes Glutathion (GSH) reversibel in oxidiertes (GSSG) umwandelt. Durch diese 
Reaktion können Disulfidbrücken gespalten werden, wodurch die Zellen einen natürlichen 
Schutz gegen freie Sauerstoffradikale erhalten. GSSG kann dann durch eine enzymatische 
Reaktion wieder recycelt werden. Im physiologischen Zustand beträgt die Konzentration von 
GSSG im Vergleich zu GSH in den Zellen unter 1%. Durch oxidativen Stress, Umweltgifte 
oder den physiologischen Altersprozess steigt GSSG an, wodurch sich das Redoxmilieu 
erheblich verändert. Es kann ein Exzess an Protein-Oxidationen resultieren. (Spektrum 
akademischer Verlag 1999) 
In der vorliegenden Arbeit wurden viele Experimente mit Glutathion durchgeführt, wobei 
GSSG in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt wurde. Seine Wirkung auf Tau 2N4R wt 
war eindeutig: ab einer Konzentration von 1 mM inhibierte GSSG die Aggregation in allen 
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Experimenten. Bei niedrigeren Konzentrationen sank diese Wirkung. Die 3-repeat Isoform 
2N3R wurde durch GSSG ab 1 mM Konzentrationen ebenfalls in der Aggregation gehemmt. 
In geringeren Konzentrationen führte GSSG teilweise zur Steigerung der Aggregation. 
In einer Studie des Jahres 2010 konnte an adulten Gehirnen post mortem gezeigt werden, dass 
der Gehalt an GSSG v.a. in Mitochondrien und Synapsen mit der Schwere der Alzheimer 
Erkrankung ansteigt. Im Gegenzug sinkt die Glutathionreduktase und GSH. Geringe 
Konzentrationen an GSH führen zu vermehrten ROS und demnach zu vermehrten 
Zellschäden. Es konnte gezeigt werden, dass der oxidative Stress schon früh im 
Krankheitsverlauf eine wichtige Rolle spielt. (Ansari und Scheff 2010) 
Der oxidative Stress steht allerdings nicht in Verbindung mit der Hyperphosphorylierung des 
Tau-Proteins (Dias-Santagata et al. 2007). Die Veränderungen des Redoxmilieus mit der 
damit verbundenen Aggregation von Tau müssen dementsprechend andere Folgen haben. Die 
Frage ist, in welcher Art und Weise der oxidative Stress Einflüsse auf die Tau-Aggregation 
ausübt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verschiebung des GSH:GSSG-
Gleichgewichts hin zu mehr oxidiertem Glutathion eine Inhibierung der Tau-Aggregation 
bewirkt, v.a. ab GSSG-Konzentrationen von 1 mM. Oxidativer Stress ist, bezogen auf die 
Konzentration an GSSG, also nicht ursächlich für die Tau-Aggregation per se, inhibiert diese 
hingegen wahrscheinlich.  
Hat der oxidative Stress weder Einflüsse auf die Tau-Phosphorylierung, noch auf die Tau-
Aggregation via Disulfidbrückenbindungen, muss der Grund für die neurotoxischen Effekte 
in anderen Prozessen, wie z.B. einer Modifikation von Proteinen der Signaltransduktion, 
liegen.  
 
9.2.2 Untersuchung der Aggregationsneigung durch Veränderungen der 
Cystein-Seitenketten 
Schweers et al. kamen in ihren Experimenten schon vor über 20 Jahren zu der 
Schlussfolgerung, dass eine PHF-Bildung nur im Falle einer intermolekularen Disulfidbrücke 
zwischen 2 Cysteinen 322 möglich ist. In ihren Experimenten arbeiteten sie mit rekombinant 
hergestelltem 3- und 4-repeat Tau, in denen Cystein zu Alanin mutiert wurde (Schweers et al. 
1995). Später konnte gezeigt werden, dass 4-repeat Tau-Doppelmutationen weniger stark 
aggregieren als ihre Wildtyp-Isoform (0N4R), auch unter der Zugabe von DTT (Bhattacharya 
et al. 2001). Weitere Forschungsergebnisse zielten ebenfalls auf diese Erkenntnisse ab und die 
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große Bedeutung des Redoxzustandes und der Disulfidbrücken zwischen 2 Cysteinen konnte 
immer wieder bestätigt werden (Mo et al. 2009; George et al. 2013; Crowe et al. 2013). 
Die meisten Assays zu der Aggregationsneigung des Tau-Proteins wurden in der 
Vergangenheit mittels ThS oder ThT durchgeführt. Im Zuge dieser Dissertation gelang aber 
erstmalig eine chromatographische Auftrennung der Proteinaggregate in Monomere, 
Oligomere und Filamente mittels der Größenausschlusschromatographie (FPLC). Die 
Ergebnisse bestätigten die bereits gesammelten Erfahrungen vorheriger Publikationen, mit der 
neuen Erkenntnis, dass die Ausbildung von Tau-Oligomeren zu unterschiedlich großen Tau-
Aggregaten führt. 
 
Tabelle 9-4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Größenausschlusschromatographie 
Anzahl der 
Cysteine 
Isoform Filament Heterogene Aggregate Oligomer Monomer 
2  2N4R wt + - + + 
2N3R I260C - - + + 
1  2N3R wt + + - + 
2N4R C291S + + + + 
2N4R C322S + - + + 
0 2N3R C322S - - - + 
2N4R DM + - - + 
 
Sowohl die große Bedeutung einer zusätzlichen Aggregationsdomäne im Exon 10 (PHF6*) 
als auch die Rolle der Cysteine konnte dargestellt werden.  
Man kann durch diese Versuche zu dem Schluss kommen, dass, bezüglich des 
Aggregationsprozesses, das Vorhandensein der PHF6*-Domäne im Exon 10 eine 
untergeordnete Rolle im Vergleich zur Existenz nur eines Cysteins spielt. Die vorliegenden 
Ergebnisse zeigen, dass Tau mit nur einem Cystein nachweislich den größten Filamentpeak 
bildet. Heterogene Aggreate, also Formen zwischen Oligomeren und Filamenten, spielten 
ebenfalls eine große Rolle. Die Aggregation wurde bei diesen Proteinen schneller in Richtung 
größerer Tau-Aggregate gelenkt. Waren im Protein 2 Cysteine vorhanden, kam es quantitativ 
vor allem zur Oligomerbildung. Mit einer zusätzlichen Aggregationsdomäne (PHF6*, bei 
2N4R wt) war auch ein geringer Filamentpeak nachweisbar. Die Wichtigkeit dieser Domäne 
kam auch bei den Experimenten ohne Cysteine zum Vorschein. Lediglich das 4-repeat Tau 
zeigte einen geringen Filamentpeak. 3-repeat Tau ohne PHF6* und ohne Cysteine aggregierte 
in den vorliegenden Experimenten nicht.  
Ein weiteres Mal konnte mit unseren Versuchen die Wichtigkeit der Thiolgruppen im 
Aggregationsprozess gezeigt werden. Mit nur einem Cystein wird, durch intermolekulare 
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Disulfidbrückenbindungen, die Aggregation schneller in Richtung hochmolekularer 
Strukturen gelenkt. Proteine mit 2 Cysteinen sind wahrscheinlich durch das Vorhandensein 
intramolekularer Disulfidbrücken eher durch eine rasch fortschreitende Filamentbildung 
geschützt. Ohne jegliche Sulfhydrylgruppen kommt es zu keiner Induktion der Aggregation 
durch Disulfidbrücken und somit zu einer kaum nachweisbaren PHF-Bildung.  
In Tiermodellen gelten die Tau-Oligomere als die neurotoxischen Komponenten während des 
Aggregationsprozesses des Tau-Proteins. Ihre Akkumulation geht mit synaptischen und 
mitochondrialen Dysfunktionen einher und führt zu einem Funktions- und Gedächtnisverlust. 
(Berger et al. 2007; Lasagna-Reeves et al. 2011). Diese Aussage konnte auch kürzlich durch 
Zellkulturversuche unterstützt werden. Mit Tau-Oligomeren behandelte Neuronen reagierten 
mit einer gesteigerten Tau-Phosphorylierung und –Aggregation (Usenovic et al. 2015) und 
hatten eine verringerte Vitalität (Flach et al. 2012).  
In dieser Arbeit kamen wir zu dem Ergebnis, dass die Tau-Proteine mit 2 Cysteinen (2N4R wt 
und 2N3R I260C) die stärksten Oligomer-Bildner sind. Dementsprechend sollte vor allem 
eine PHF-Bildung der humanen 4-repeat Isoform 2N4R unterdrückt werden, indem eine 
intermolekulare Disulfidbrückenbindung verhindert wird, zu Gunsten einer aggregations-
schützenden intramolekularen Disulfidbrücke. Inwiefern die heterogenen Aggregate, die bei 
der Aggregation der 3-repeat Isoform 2N3R entstanden, ebenfalls neurotoxisch sind, bleibt 
unklar. Dies gilt es in zukünftigen Zellkulturversuchen zu analysieren.  
 
9.3 Aussicht 
In weiteren Experimenten sollten, für eine qualitative Beurteilung der Morphologie der 
Proteinaggregate, Untersuchungen mittels der Elektronenmikroskopie durchgeführt werden. 
Dabei sollte vor allem der Redoxzustand und die Anzahl der Cysteine im Tau-Protein 
beachtet und verändert werden. Im nächsten Schritt könnte man in Zellkulturversuchen die 
Toxizität der verschiedenen Tau-Aggregate analysieren. 
Auf die Beeinflussung der Tau-Aggregation durch eine Modifikation des Redoxmilieus sollte 
in den kommenden Jahren ein steigender Wert gelegt werden und neben dem Methylblau 
sollten weitere Substanzen erforscht werden, um die Tau-Aggregation und einen daraus 
resultierenden Neuronenuntergang wirkungsvoll zu inhibieren. Es sollte dabei darauf geachtet 
werden, die eingesetzten Redoxsubstanzen stets frisch herzustellen, um eine gute 
Wirksamkeit der Reagenzien anhaltend zu gewährleisten.  
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Tauopathien sind Krankheiten, die mit einer abnormen intrazellulären Tau-Protein-Faltung, 
Tau-Protein-Aggregation und Filament-Bildung im ZNS und PNS einhergehen. Die 
Alzheimer Demenz stellt die häufigste Tauopathie dar. Bei ihr kommt es zu einer intra- und 
extrazellulären Ablagerung fehlgefalteter amyloidogener Proteinaggregate. Die 
Hauptkomponenten der Proteinaggregate werden durch β-Amyloid und Tau gebildet. 
Aufgrund der Neurodegeneration resultiert ein Verlust der kognitiven, emotionalen und 
sozialen Fähigkeiten. Bisher sind die neuropathologischen und biochemischen Vorgänge, die 
zur AD führen, unbekannt. Man weiß aber, dass es zu einem Verlust von Neuronen und 
Synapsen im Kortex und einigen subkortikal gelegenen Regionen kommt. 
Das Tau-Protein gehört zu den Mikrotubuli-assoziierten Proteinen und wird hauptsächlich in 
Neuronen exprimiert. In seinem nativen Zustand ist es weitestgehend ungefaltet und durch 
seinen hydrophilen Charakter gut löslich. Bei den Tauopathien führt jedoch ein 
multifaktorieller Prozess zu einer Umwandlung des Proteins hin zu unlöslichen 
Fibrillenbündeln. Als Ausgangspunkt dieses Prozesses kommt es zu 
Konformationsänderungen, die die Bildung eines Dimers bewirken. Das Dimer wird dabei 
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stabilisiert durch Disulfid- und Wasserstoffbrückenbindungen. Lagern sich mehrere Dimere 
zusammen, entstehen zunächst der Aggregationskeim und schließlich die Tau-Oligomere, die 
sich zu helikalen oder geraden Tau-Filamenten assemblieren. Es wird angenommen, dass die 
Oligomere die neurotoxischen Komponenten darstellen. 
Verschiedene Eigenschaften der Primärstruktur des Tau-Proteins können den 
Aggregationsprozess beeinflussen. Eine große Rolle spielen dabei die Anwesenheit der 
Aggregationsdomänen PHF6 und PHF6* und die Anzahl der Cystein-Reste. Proteine mit zwei 
Aggregationsdomänen unterliegen durch β-Faltblattstrukturen schneller einer amyloidogenen 
Proteinaggregation. Diese Tendenz wird durch die Anzahl der Cysteine moduliert. Tau-
Proteine mit zwei Sulfhydryl-Seitenketten können intramolekulare Disulfidbrücken bilden, 
die vor einer Aggregation schützen können. Ist jedoch nur ein Cystein-Rest vorhanden, neigen 
die Proteine schneller zur Bildung einer intermolekularen Disulfidbrückenbindung. Sie bilden 
ein Dimer, wodurch ihre Aggregationstendenz deutlich ansteigt.  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu überprüfen, inwiefern der Tau-
Aggregationsprozess durch eine unterschiedliche Anzahl an Aggregationsdomänen und an 
Cystein-Resten beeinflusst werden kann und ob es Substanzen gibt, die diesen Prozess 
modulieren können. Hierzu wurden, durch ortsspezifische Mutagenesen, zwei Vertreter der 
humanen 3- und 4-repeat Tau-Isoformen (2N3R, 2N4R) in ihrer Primärsequenz verändert. 
Die entstandenen Proteine unterschieden sich in ihrer Anzahl an Aggregationsdomänen und 
Cystein-Seitenketten (keine, eine oder zwei). Für die Untersuchungen wurden die Proteine 
mit dem Aggregationsinduktor Heparin und mit redoxmodulierenden Substanzen inkubiert 
und die entstandenen amyloidogenen Aggregate mittels ThS-Fluoreszenzspektrometrie 
quantifiziert. Die zusätzlich genutzte SDS-PAGE erlaubte eine Auftrennung nach dem 
Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen und die 
Größenausschlusschromatographie eine Trennung der Aggregate nach ihrer Molekülgröße 
unter nativen Bedingungen. Eine neue Messmethode der Proteinaggregate mit einem 8F10-
ELISA konnte nicht etabliert werden. 
Die Ergebnisse veranschaulichen die große Bandbreite der Modulation der Tau-Aggregation.  
Tau-Proteine mit nur einer Aggregationsdomäne und ohne jegliche Sulfhydryl-Seitenketten 
zeigten unter Zugabe von Heparin fast keine Aggregationstendenzen. Die Tau-Proteine mit 
nur einem Cystein zeigten den stärksten Filamentpeak nach Auftrennung mittels 
Größenausschlusschromatographie. Wahrscheinlich führte die Bildung intermolekularer 
Disulfidbrücken zu einer Konformationsänderung und einer schnelleren Entwicklung 
hochmolekularer Strukturen. Dabei aggregierte das Protein 2N3R wt am stärksten, obwohl es 
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nur eine Aggregationsdomäne (PHF6) besitzt. Tau-Proteine mit 2 Cysteinen zeigten eine 
starke Oligomerausbildung und nur einen geringen Filamentpeak. Dies stützt die Hypothese 
der Behinderung höhermolekularer Addukte durch die Ausbildung intramolekularer 
Disulfidbrücken.  
Die Primärsequenz eines Proteins ist unveränderlich. Durch Eingreifen in das Redoxmilieu 
lässt sich jedoch das Aggregationsverhalten von außen stark beeinflussen. Ein weiteres Mal 
konnte mit dieser Arbeit die Wichtigkeit der Cystein-Seitenketten im Aggregationsprozess 
bewiesen werden. Eine therapeutische Intervention, die in das Redoxmilieu eingreift, ist aus 
diesem Grund eine gute Möglichkeit, um eine Tau-Proteinaggregation zu verhindern. Daher 
wurden im Rahmen dieser Dissertation viele Redoxmittel getestet und die entstandenen 
amyloidogenen Proteinaggregate im ThS Assay quantifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass 
das starke Reduktionsmittel TCEP in einer 1 mM Konzentration die Aggregation der zwei 
humanen Tau-Isoformen 2N3R und 2N4R wirkungsvoll verhindert. DTT, als schwächeres 
Reduktionsmittel, bewirkte dies nur bei der 3-repeat Isoform und verstärkte dagegen die 
Aggregation der 4-repeat Isoform. Mit dem natürlichen Altersprozess nimmt der oxidative 
Stress in Neuronen zu und der Anteil an oxidiertem Glutathion (GSSG) steigt an. Bisher 
nahm man an, dass der oxidative Stress als toxisch gilt und auf die Tau-Aggregation 
förderlich wirkt. In dieser Arbeit konnte aber gezeigt werden, dass GSSG in Konzentrationen 
ab 1 mM die Bildung amyloidogener Tau-Aggregate sowohl bei Tau 2N3R wt, als auch bei 
Tau 2N4R wt wirkungsvoll behindert. Es wirkte als effizienter Aggregationsschutz. 
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12. Anhang 
A 
B 
Abbildung 12-1 Ausgangsplasmide prkTau 2N3R und prkTau 2N4R 
A: prkTau 2N3R 
B: prkTau 2N4R 
Die verwendeten Restriktionsendonukleasen (EcorRI, NdeI) sind rot markiert. 
 
